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Verzeichnis der Abku¨rzungen
Abku¨rzung Erkla¨rung
ACh Acetylcholin
CZelle Kapazita¨t der Zelle
Ca2+ Kalziumionen
DNA Desoxyribonukleinsa¨ure
EAG eather a` go go
EGTA Ethylenglycol-bis-(β-aminoethylether)tetraessigsaure
HEPES N-2-Hydroxyethyl-piperazin-ethan-sulfonsa¨ure
HERG human eather a` go go related gene
K+ Kaliumionen
I Stromsta¨rke
INa Natriumstrom
IEAG EAG-Strom
IV Z verzo¨gerter Gleichrichterstrom
IHERG HERG-Strom
IC50 halb-maximale inhibitorische Wirkkonzentration
IP3 Inositol-1,4,5-Triphosphat
KCl Kaliumchlorid
Kv-Kana¨le spannungsgesteuerte (voltage-gated) Kaliumkana¨le
Mg2+ Magnesiumionen
Na+ Natriumionen
PI Phosphatidylinositole
PI3K Phosphoinositid-3-Kinasen
RNA Ribonucleinsa¨ure
RXR Rexinoid
RAR Retinoid acid
RT-PCR Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion
Vmem Membranpotential
VG Vezo¨gerter Gleichrichter
.
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1 Zusammenfassung
Die unterstu¨tzende Therapie mit Retinaten wird bei Patienten mit Neuroblastomen oft
angewandt, um die U¨berlebensrate nach konventionellen therapeutischen Maßnahmen
wie zytotoxische Chemotherapie oder Operation zu erho¨hen. Neuroblastomzelllinien wer-
den sehr ha¨ufig als Modell verwendet, um die molekularen Zusammenha¨nge der Effekte
von Retinat in Neuroblastomen na¨her zu untersuchen. In verschiedenen humanen Neu-
roblastomzelllinien konnte durch Retinatinkubation eine Zelldifferenzierung und Herab-
setzung der Proliferation erreicht werden.
Weiterhin ist bekannt, dass Kaliumkana¨le in Neuroblastomzelllinien durch Retinate be-
einflusst werden. Insbesondere der zu den spannungsgesteuerten Kaliumkana¨len geho¨ren-
de EAG-Kanal, dem ein onkogenes Potential zugeschrieben wird, kann durch Retinate in
Neuroblastomzelllinien herunterreguliert werden. Es stellte sich die Frage, ob die Reduk-
tion des EAG-Kaliumstroms an den Retinateffekten auf die Neuroblastomzellen beteiligt
sein ko¨nnte.
In dieser Arbeit kann unter Verwendung der Whole-cell-clamp-Technik gezeigt werden,
dass EAG-Stro¨me in verschiedenen Neuroblastomzelllinien unter Applikation von 13-
cis- und all-trans-Retinat reduziert werden ko¨nnen. Gleichzeitig ist eine Induktion der
Zelldifferenzierung und eine Proliferationshemmung in SH-SY5Y Zellen unter Retinat
beobachtet wurden.
Um zu untersuchen, ob die Ursache fu¨r die Effekte von Retinat auf die Neuroblastomzel-
len auf die Reduktion von EAG zuru¨ckzufu¨hren ist, wurden stabile mit einem konstitu-
tiven Promotor fu¨r hEAG1 transfizierte Zellklone hergestellt. Der EAG-Strom in diesen
Zellen konnte durch Retinatinkubation im Gegensatz zu den urspru¨nglichen Zellen nicht
vollsta¨ndig reduziert werden und es kann gezeigt werden, dass die Proliferationsrate un-
ter Retinat in den Zellklonen deutlich ho¨her war als bei den Wildtypzellen. Die mit
hEAG1 transfizierten Zellklone zeigten jedoch keine Unterschiede im Vergleich zu den
Wildtypzellen bei der Retinat-induzierten Zelldifferenzierung, die mittels morphologi-
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scher Analyse der Zellfortsatzla¨ngen und durch elektrophysiologische Bestimmung der
Natriumstromdichten erfasst wurde.
Der unter Retinatinkubation nicht vollsta¨ndig ausschaltbare EAG-Strom in den mit
hEAG1 transfizierten Zellklonen la¨sst auch vermuten, dass eine transkriptive Kontrol-
le der EAG-Kana¨le durch Retinat vorliegt. Jedoch war die geringe mRNA Reduktion
um den Faktor 2 bei nahezu vollsta¨ndigem Verlust des EAG-Stromes nach 24-stu¨ndiger
Retinatinkubation ein Hinweis darauf, dass nicht nur eine Reduktion der Translations-
vorlagen fu¨r EAG eine Rolle spielt.
Da die PI3-Kinase Aktivita¨t durch Retinate beeinflusst werden kann und bekannt ist,
dass dieses Enzym einen Einfluss auf die Zelldifferenzierung in Neuroblastomzellen hat,
wurde eine Beeinflussung des EAG-Kanals durch PI3-Kinasen vermutet.
Es kann in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sich die mittlere EAG-Stromdichte nach
Inkubation mit zwei unterschiedlichen PI3-Kinase Inhibitoren jeweils um den Faktor zwei
erho¨hte. Außerdem zeigten transient mit PI3-Kinase γ transfizierte SH-SY5Y Zellen eine
deutliche Herabsetzung der EAG-Stromdichte.
Diese neuen Erkenntnisse, dass EAG-Kaliumkana¨le in Neuroblastomen ein onkogenes
Potential besitzen und mittels transkriptioneller Kontrolle durch Retinate und u¨ber die
Phospholipidsignalwege reguliert werden ko¨nnen, stellen neue Ansatzpunkte fu¨r thera-
peutische Mo¨glichkeiten von Neuroblastomen dar.
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2 Einleitung
2.1 Neuroblastome
Neuroblastome sind Tumore des peripheren symphatischen Nervensystems abstammend
von der Neuralleiste. Sie kommen typischer Weise bei Sa¨uglingen oder bei Kindern vor.
Die Inzidenz bezogen auf 100000 Kinder unter 15 Jahren lag 2002 in Deutschland bei
1,9% und der Anteil der Neuroblastome bezogen auf die Gesamtzahl der neu aufgetrete-
nen Krebserkrankungen war ungefa¨hr 8,4% (Quelle: Arbeitsgemeinschaft bevo¨lkerungs-
bezogener Krebsregister in Deutschland, ermittelt zwischen 1993 und 2002).
Es handelt sich um einen relativ schwierig kurativ therapierbaren Tumor, dessen durch-
schnittliche 5-Jahresu¨berlebensrate bei 75% liegt (Quelle: Arbeitsgemeinschaft bevo¨lke-
rungsbezogener Krebsregister in Deutschland, ermittelt zwischen 1993 und 2002). Die
Prognose fu¨r Neuroblastompatienten ist abha¨ngig vom klinischen Stadium des Tumors.
Insgesamt unterscheidet man 5 Stadien, deren Einteilung von der Tumorgro¨ße, der Tu-
morausbreitung im umliegenden Nervengewebe, der Absiedlung von Metastasen und
der Histologie des Tumors abha¨ngig ist. Die Behandlung der Neuroblastome basiert
hauptsa¨chlich auf konventionellen therapeutischen Maßnahmen wie z.B. Operation, Be-
strahlung oder zytotoxische Chemotherapie. Unabha¨ngig von der Therapie ist man auf
der Suche nach neuen therapieunterstu¨tzenden Mo¨glichkeiten, um die U¨berlebensrate
zu verbessern. Neuere Ansa¨tze ko¨nnten eine Induktion der Differenzierung der Neuro-
blastome und eine Verringerung der Proliferationsrate darstellen. Matthay et al. (1999)
konnten in Versuchen zeigen, dass die U¨berlebensrate von Neuroblastompatienten signifi-
kant verbessert werden konnte, wenn der konventionellen Therapie eine Behandlung mit
13-cis-Retinat folgte. A¨hnliche Ergebnisse konnten mit verschiedenen Retinatderivaten,
die in hoher Konzentration nach einer Chemotherapie verabreicht wurden, beobachtet
werden (Reynolds et al. 2003). Heute ist die unterstu¨tzende Therapie mit Retinaten zum
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Standard fu¨r Patienten mit einem Neuroblastomtumor im fortgeschritteneren Stadium
geworden (Brodeur 2003).
2.2 Retinate
Retinat ist ein Derivat des fettlo¨slichen Vitamin A. Dieses Vitamin kommt insbesondere
in Eiern, Milch und Fischo¨l vor. In der Schleimhaut des Du¨nndarms erfolgt die Resorp-
tion des Vitamins, und nach einer Veresterung wird es u¨ber die Lymphe und u¨ber das
Blut in Chylomykronen zur Leber transportiert, dem Speicherort von Vitamin A. Die
Mobilisierung beginnt mit der Abspaltung des Esterrestes, und danach erfolgt der Trans-
port zu den Zielzellen, wo Vitamin A zu 11-cis-Retinat oxidiert wird. Ein geringer Teil
(0.2-0.5%) des Retinats wird zu all-trans-Retinat umgewandelt.
Abbildung 2.1: Isomere des Retinats
Dargestellt sind all-trans-Retinat und die dazugeho¨rigen Isomere 11-cis-Retinat und 9-cis-
Retinat. Chemisch sind dies drei identische Substanzen, die sich durch die geometrische
Anordnung der Kohlenstoffatome an der 9. bzw. 11.Doppelbindung unterscheiden.
Fu¨r den Aufbau eines komplexen Organismus aus verschiedenen Zellarten ist wa¨hrend
der Embryogenese ein spezifisches System fu¨r die intrazellula¨re Kommunikation notwen-
dig, um verschiedene Organsysteme anzulegen, die bestimmte physiologische Funktionen
erfu¨llen. Retinate sind Signalmoleku¨le, die durch Interaktion mit ihren Rezeptoren Si-
gnale zwischen Zellen u¨bertragen ko¨nnen, die fu¨r die embryonale Entwicklung notwendig
sind (Niederreither et al. 1999). Es konnte gezeigt werden, dass wa¨hrend einer Schwan-
gerschaft durch die pra¨ventive Gabe von Vitamin A bestimmte kongenitale Defekte
verhindert werden ko¨nnen (Pasqualetti und Rijli 2001). Allerdings weisen Retinate auch
ab einer bestimmten Dosis eine teratogene Wirkung auf. Weiterhin spielen Retinate eine
wichtige Rolle im zentralen Nervensystem, bei der Regulation der Organgenese und Or-
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ganhomo¨ostase sowie bei der Zelldifferenzierung, dem Zellwachstum und der Apoptose
(de Urquiza et al. 2000, Krezel et al. 1998).
2.2.1 Mechanismus der Signaltransduktion durch Retinat
Retinate entfalten ihre Wirkung durch Bindung an spezielle Rezeptoren, die unter ande-
rem zur Familie der Steroidrezeptoren geho¨ren. Diese Retinatrezeptoren sind Transkrip-
tionsfaktoren, die an DNA binden und die Transkription verschiedener Gene modulieren
ko¨nnen. Die biologischen Effekte auf die Zelle werden durch zwei verschiedene intrazel-
lula¨re Rezeptorfamilien vermittelt: durch den Retinoit Acid Rezeptor (RAR), an dessen
die endogenen Liganden all-trans- und 13-cis-Retinat binden und durch den Rexinoid
Rezeptor (RXR), an den die endogenen Liganden 13-cis- und 9-cis-Retinat binden. Jede
Rezeptorfamilie besteht aus drei Untergruppen von Rezeptoren, die sich durch unter-
schiedliche Carboxy- und Aminotermini unterscheiden (Rastinejad et al. 2000, Lefebvre
et al. 2005).
Außerdem ko¨nnen Rexinoid Rezeptoren mit anderen Rezeptoren wie zum Beispiel Schild-
dru¨senhormonrezeptoren, Vitamin D Rezeptoren oder Leber-X-Rezeptoren Heterodime-
re bilden, wodurch die Transkription bestimmter Zielgene beeinflusst werden kann. In der
Leber zum Beispiel kann u¨ber die Interaktion der Retinate mit den Leber-X-Rezeptoren
der Lipidstoffwechsel geregelt werden (Norata et al. 2005). RXR und RAR spielen ei-
ne wichtige Rolle fu¨r die hormonelle Signalu¨bertragung und haben die Fa¨higkeit durch
Regulierung der Transkription die Expression verschiedener Gene zu modulieren (Rasti-
nejad et al. 2000). An dieser Transkriptionskontrolle sind verschiedene Repressoren und
Aktivatoren sowie die Histonacetylase beteiligt.
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Abbildung 2.2: Mechanismus der Transkriptionskontrolle durch RAR/RXR Heterodi-
mere (Altucci und Gronemeyer 2001)
Falls keine Agonisten wie Retinat am RXR/RAR Rezeptor gebunden sind, erfolgt eine
Aktivierung der Histondeacetylase (HDAC). Dieses Enzym bewirkt u¨ber eine Deacety-
lierung der Histone eine Kondensierung der DNA und somit findet keine Transkription
statt. Bindet ein Agonist an den RXR/RAR-Rezeptor, erfolgt eine allosterische Kon-
formationsa¨nderung in der ligandenbindenden Doma¨ne (LBD), wodurch sich das Apo-
LBD in das Holo-LBD umwandelt. Dadurch kommt es zur Destabilisierung der Bindung
der Repressoren am RXR/RAR-Rezeptor und Koaktivatoren (CoA) ko¨nnen sich anla-
gern. Diese rekrutieren die Histonacetylase (HAT), die durch Acetylierung der Histone
eine Dekondensation des Chromatins bewirkt. Damit ist die Vorraussetzung fu¨r die Tran-
skription geschaffen. Ein weiterer Komplex bestehend aus einem Mediatorprotein, einem
Schildru¨senhormon-assozierten Protein und einem Vitamin-Rezeptorinteraktionsprotein
(SMCC/TRAP/DRIP Komplex) fu¨hrt dazu, dass sich die basale Transkriptionsrate er-
ho¨ht.
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2.2.2 Klinische Bedeutung der Retinate
Die Apoptose wird durch verschiedene Signaltransduktionswege eingeleitet. Eine wichti-
ge Ursache fu¨r die Entstehung von Tumoren liegt in einer Sto¨rung der Apoptose. Fu¨r die
Einleitung des programmierten Zelltods spielen bestimmte interne und externe Faktoren
wie Retinate eine wichtige Rolle.
Abbildung 2.3: Beeinflussung der Tumorgenese durch Retinate
Dargestellt sind unterschiedliche Angriffspunkte der Retinate, die die Zellproliferation,
Zelldifferenzierung und Tumorgenese beeinflussen. (basierend auf dem U¨bersichtsartikel
von Altucci und Gronemeyer (2001))
Retinate sind außerdem in der Lage, das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung zu
beeinflussen (Abbildung 2.3). Anhand verschiedener Arbeiten konnte gezeigt werden,
dass Zelllinien abstammend vom Tumorgewebe unter Retinatzugabe zu differenzieren
begannen und die Zellen sich langsamer teilten (Zhang und Duvic 2003, Matthay et al.
1999). Dies ist in der Klinik bei der Behandlung verschiedener Tumoren von Bedeu-
tung. Tabelle 2.1 gibt einen U¨berblick u¨ber Tumoren, bei denen Retinat als Zusatz einer
Chemotherapie oder als Pra¨vention eingesetzt wird.
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Retinat Rezeptortyp Tumorart Anwendung Erfolg
all-trans RAR Promyeloische Leuka¨mie Therapie +++
Leukoplakie Vorbeugung +++
Zervixkarzinom Vorbeugung ++
Prostatakarzinom Therapie 0
9-cis RAR/RXR Kaposisarkom Therapie +++
Brustkarzinom Therapie ++
Nierenzellkarzinom Therapie 0
13-cis RAR/RXR Leukoplakie Therapie +++
Neuroblastom Therapie +++
Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom Therapie 0
Prostatakarzinom Therapie +
Tabelle 2.1: Retinate und ihr therapeutischer Einsatz
+++ sehr gut, ++ gut, + wenig, 0 kein Effekt (Altucci und Gronemeyer 2001)
Bei einigen Tumoren, bei denen Retinat bereits als Adjuvans zur Chemotherapie verwen-
det wird, ko¨nnen sehr gute Ergebnisse wie zum Beispiel bei der Promyeloischen Leuka¨mie
(Fenaux et al. 2001, Naeem et al. 2006), bei Neuroblastomen (Matthay et al. 1999) und
beim Kaposisarkom (Mitsuyasu 2000, Aboulafia et al. 2003) erzielt werden. Ebenfalls
wird Retinat zur Tumorpra¨vention beim Zervixkarzinom (Meyskens et al. 1994, Abu
et al. 2005) und bei der Leukoplakie (Kraemer et al. 1988) eingesetzt. Beim Prosta-
takarzinom, nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom und beim Nierenzellkarzinom konnte
durch Retinat keine signifikante Verla¨ngerung der U¨berlebenszeit bzw. Verbesserung der
Lebensqualita¨t der Patienten erreicht werden (Lippman et al. 2001, Kelly et al. 2000,
Miller et al. 2000, Schrader et al. 2004).
2.2.3 Beeinflussung der PI3-Kinase durch Retinate
Fu¨r die Signaltransduktion besitzen Phospholipide als Signalmediatoren eine sehr große
Bedeutung (Foster et al. 2003). Die chemische Struktur dieser Phospholipide kann durch
verschiedene Enzyme beeinflusst werden. Hierzu za¨hlt die Gruppe der Phosphoinositid-
3-Kinasen (PI3-Kinasen) (Foster et al. 2003).
Diese Enzymgruppe phosphoryliert die Position 3 des Inositolringes der Phosphatidyli-
nositide und als Ergebnis entstehen verschiedene Phosphatidylinositid-Phosphate. Diese
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Substrate erfu¨llen wichtige Funktionen in der Zelle wie zum Beispiel den Proteintransport
vom Golgi-Apparat zu den Lysosomen (Fry 1994). Außerdem werden weitere Enzym-
kaskaden durch Phosphatidylinositid-Phosphate aktiviert, die wichtig fu¨r Proliferations-
und Differenzierungsvorga¨nge, einhergehend mit der Regulation des Zellzyklus und der
Proteinbiosynthese sind. Es konnte gezeigt werden, dass 3-phosporylierte Phosphoino-
sitide urspru¨nglich in vergleichbar hohen Konzentrationen in Tumorzellen und Mitose-
aktivierten Zellen vorhanden sind, so dass man eine Funktion der PI3-Kinasen in Tu-
morvorga¨ngen und in mitotischen Signaltransduktionen annimmt (Sasaki et al. 2000,
Fry 2001).
Die Phosphoinositid-3-Kinasen werden in drei Klassen eingeteilt. Die Enzyme der Klasse
I sind in der Lage, alle Phosphatidylinositole als Substrat zu verwenden. Bevorzugt
wird jedoch PI-4,5-P2 umgesetzt, so dass als Hauptprodukt PI-3,4,5-P3 entsteht, das
weitere intrazellula¨re Signalkaskaden auslo¨st. Der Lokalisationsort fu¨r diese auch als
Lipidkinaseaktivita¨t beschriebene Funktion ist die Zellmembran. Ebenfalls ist fu¨r die
PI3-Kinasen der Klasse I eine intrinsische Proteinkinaseaktivita¨t beschrieben, die zu
einer Aktivierung von MAP-Kinasen fu¨hrt. Die MAP-Kinasen werden durch die PI3-
Kinasen vorwiegend im Zytosol beeinflusst. (Foster et al. 2003, Fry 1994).
Die Vertreter der Klasse II ko¨nnen nur PI-4-P und PI an Position 3 des Inositolringes
phosphorylieren und die der Klasse III sind nur in der Lage PI umzusetzen. Fu¨r die
Klasse III ist ebenfalls eine Proteinkinaseaktivita¨t nachgewiesen (Foster et al. 2003).
2.3 Ionenkana¨le
Zellen sind von Membranen eingeschlossene Funktionsra¨ume. In den extra- und intra-
zellula¨ren Ra¨umen, die durch eine Zellmembran getrennt werden, befinden sich wa¨ssrige
Salzlo¨sungen mit Ionen als Ladungstra¨gern in unterschiedlichen Konzentrationen. Ka-
tionen und Anionen werden sta¨ndig durch die Zellmembran geleitet, was die Grundlage
fu¨r die Regulation der elektrischen Erregbarkeit und der osmotischen Bilanz der Zel-
len ist. Da diese Zellmembran aus einer doppelten Lipidschicht aufgebaut ist, erfolgt
der Austausch von Ionen entsprechend ihrer elektrochemischen Gradienten durch Io-
nenkana¨le und Transporter, oder unter Energieaufwand durch Pumpen entgegen ihrer
elektrochemischen Triebkraft.
Ionenkana¨le sind porenbildende Proteine, die u¨ber eine Vielzahl unterschiedlicher Funk-
tionen und u¨ber sehr komplexe Steuerungsmechanismen verfu¨gen (Hille 1986, Jentsch
et al. 2002). Sie ko¨nnen entsprechend ihrer Spezifita¨t fu¨r verschiedene Kationen und An-
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ionen sowie u¨ber ihr O¨ffnungsverhalten eingeteilt werden. Die Steuerung des O¨ffnungs-
verhaltens von Ionenkana¨len kann durch verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel durch
A¨nderung der Spannung an der Zellmembran, Ligandenbindung, mechanische Deforma-
tion des Ionenkanals oder A¨nderung des pH-Wertes, erfolgen (Klinke und Silbernagel
1996).
2.3.1 Kaliumkana¨le
Kaliumkana¨le sind in einer sehr großen Vielfalt in der zytoplasmatischen Membran ver-
treten. Bis jetzt konnten u¨ber 20 verschiedene Typen von Kaliumkana¨len identifiziert
werden. Sie kommen sowohl in erregbaren als auch in nicht erregbaren Zellen sowie in
Tumorzellen vor und besitzen hinsichtlich ihrer Expression verschiedenste Funktionen
wie zum Beispiel die Regulation des Membranpotentials, die Regulation der Zellgro¨ße
u¨ber Beeinflussung der Zellosmolarita¨t, die Zellproliferation und die Apoptose.
Vera¨nderungen in der Zusammensetzung oder Dichte der Kaliumkana¨le in der Zellmem-
bran ko¨nnen tiefgreifende pathophysiologische Konsequenzen mit sich bringen, wie sie
zum Beispiel beim Diabetes mellitus, bei Erregungsausbreitungs- und Ru¨ckbildungssto¨-
rungen am Herzen oder bei Tumorerkrankungen vorkommen (Miller 2000). Deshalb ist
es von großem Interesse, Eigenschaften von Kaliumkana¨len, wie zum Beispiel Struktur
und Schaltverhalten oder pharmakologische Mo¨glichkeiten zur Beeinflussung der Kana¨le
zu erforschen. Außerdem versucht man die Funktion der Kaliumkana¨le in Tumorzellen
na¨her zu untersuchen, um hier mo¨gliche Ansatzpunkte fu¨r Therapien zu finden.
Insbesondere ist die Bedeutung von spannungsgesteuerten Kaliumkana¨len fu¨r die Zell-
proliferation und Tumorgenese sehr gut untersucht. Bereits 1993 konnte ein proliferati-
onshemmender Effekt durch Kaliumkanalblockade an Neuroblastomzellen gezeigt wer-
den (Rouzaire-Dubois et al. 1993). In folgender Tabelle 2.2 ist ein kurzer U¨berblick u¨ber
verschiedene Kaliumkana¨le, die bei der Tumorgenese eine Rolle spielen, gegeben.
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Kanalgruppe Kanaltyp Vorkommen in Tumoren
Kalziumabha¨ngig SK1-SK4, BK Melanom, Astrozytom
Brustkarzinom
Epiphysentumor, Neuroblastom
kleinzelliges Bronchialkarzinom
Lymphozytom
Spannungsgesteuert Shaker -Typ Brustkarzinom
Neuroblastom
Prostata- und Zervixkarzinom
EAG-Familie EAG Neuroblastom, Hypophysentumor
ERG ha¨matopoetische Neoplasien
ELK Astrozytom, Neuroblastom, Gliom
Insulinom, Lymphom
Einwa¨rtsgleichrichter Kir Melanom
ATP-sensitiver Kaliumstrom ATP Insulinom, Medulloblastom
Tabelle 2.2: U¨berblick u¨ber Kaliumkana¨le in Tumoren (Wang 2004)
2.3.2 Spannungsgesteuerte Kaliumkana¨le
Anhand struktureller Gemeinsamkeiten und der Membrantopologie der einzelnen Un-
tereinheiten des Kanals unterscheidet man vier große Gruppen von Kaliumkana¨len. Die
Einteilung der Kaliumkana¨le erfolgt nach der Topologie und der Anzahl der Poren. Es
gibt Kaliumkana¨le mit 6 transmembranalen Einheiten und einer Pore (6TM-1P), mit 6
transmembranalen Einheiten und zwei Poren (6TM-2P), mit 2 transmembranalen Ein-
heiten und einer Pore (2TM-1P) und mit 2 transmembranalen Einheiten und zwei Poren
(2TM-2P).
Allen Gruppen gemeinsam ist die so genannte Signatursequenz, die zwischen den beiden
transmembranalen Helices mit den meisten Carboxylendigungen vorhanden ist. Außer-
dem sind alle Kana¨le Tetramere und bestehen aus verschiedenen Transmembranabschnit-
ten (Miller 2000).
Die Gruppen der Kaliumkana¨le, die aus 6 Transmembranabschnitten (TM) aufgebaut
sind, werden noch weiter unterteilt in kalziumgesteuerte und in spannungsgesteuerte Ka-
liumkana¨le. Der spannungsgesteuerte Kaliumkanal besteht aus 4 Untereinheiten (Yellen
2002). Jede Einheit ist aus 6 transmembranalen Segmenten (S1-S6) aufgebaut. Die zen-
trale Pore mit der Funktion eines spezifischen Filters fu¨r Kaliumionen wird von dem
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Segmenten S5 und S6 gebildet. Hier befindet sich auch die Signatursequenz, die man bei
allen Kaliumkana¨len vorfindet. Die ersten 4 Segmente bilden einen Komplex, der das
O¨ffnen und Schließen der Pore modulieren kann. Die ersten drei dieser Segmente sind
fast vollsta¨ndig u¨ber ihre gesamte La¨nge helikal geformt und befinden sich aufgrund ih-
rer hydrophoben Aminosa¨uren nahezu komplett in der Zellmembran. Das S4-Segment
hingegen tra¨gt positiv geladene Aminosa¨uren, die in jeder dritten Position aufeinander
folgen. Dieses Segment wird auch als Spannungssensor bezeichnet und hat eine besondere
Bedeutung bei der Erfassung des Membranpotentials (Larsson et al. 1996).
Abbildung 2.4: Membrantopologie der spannungsgesteuerten Kaliumkana¨le
(A) Modell der Struktur des Kanals von der extrazellula¨ren Seite der Zellmembran be-
trachtet (Li-Smerin et al. 2000). (B) Funktionelle Darstellung der Auswa¨rtsbewegung des
spannungssensitiven Transmembransegmentes S4, wodurch eine O¨ffnung des Kaliumkanals
erfolgt (Yang et al. 1996). (C) Schematische Darstellung der Membrantopologie von span-
nungsgesteuerten Kana¨len. Die transmembranen Helices sind mit S1 bis S6 bezeichnet.
P - Pore, S - Signatursequenz; N-Terminus und C-Terminus liegen intrazellula¨r (Moczyd-
lowski 1998).
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2.3.3 Der EAG-Kanal
Der Ausfall dieses Kanals durch Mutation fu¨hrte bei Drosophila melanogaster -Fliegen
unter Zugabe von A¨ther zu rhythmischen Zuckungen. Dieses Pha¨nomen wurde als
”
Ether
a` go-go“ (EAG) bezeichnet.
EAG-Kaliumkana¨le konnten zuerst von der Drosophila melanogaster (dEAG (Warmke
et al. 1991) und spa¨ter aus Rattengehirn (rEAG (Ludwig et al. 1994)), aus Ma¨usegehirn
(mEAG (Warmke und Ganetzky 1994)) und aus der Netzhaut von Rindern (bEAG
(Frings et al. 1998)) geklont werden. Im Menschen konnten diese EAG-Kana¨le (hEAG) in
Neuroblastomzellen (Meyer und Heinemann 1998) elektrophysiologisch gemessen werden
und aus Myoblasten geklont werden (Occhiodoro et al. 1998).
EAG-Kana¨le mit a¨hnlichem O¨ffnungsverhalten werden durch zwei unabha¨ngige Ge-
ne (EAG1 und EAG2) codiert (Ju und Wray 2002). Der EAG-Kanal geho¨rt zu den
spannungsabha¨ngigen Kaliumkana¨len. Abbildung 2.5 zeigt eine Gruppierung von EAG-
Kana¨len, die auf der Grundlage von Sequenzvergleichen erfolgt. Nach heutigem Kennt-
nisstand umfasst die EAG-Familie insgesamt 8 Kana¨le: 2 Isoformen von EAG sowie
je drei Kanaluntereinheiten der Unterfamilien ERG und ELK (Warmke und Ganetzky
1994, Ganetzky et al. 1999).
Abbildung 2.5: EAG-Familie
Darstellung der einzelnen Gruppen der EAG-Kana¨le auf der Grundlage von Sequenzver-
gleichen.
Eine charakteristische Eigenschaft von EAG-Kana¨len ist, dass ihre Aktivierungskinetik
vom Vorpuls und der extrazellula¨ren Konzentration von divalenten Ionen abha¨ngig ist.
Erste Untersuchungen hierzu wurden von Ludwig et al. (1994) durchgefu¨hrt. Es konn-
te gezeigt werden, dass bei einer Depolarisation der Zellmembran die Aktivierung des
EAG-Kanals bei einem Vorpuls von -80 mV relativ schnell erfolgt, wa¨hrend aber bei
einem negativeren Vorpuls von -130 mV die Aktivierungskinetik von EAG deutlich her-
abgesetzt ist und die Kanalaktivierung einen langsamen, typisch sigmoiden Verlauf zeigt.
Dieser Wechsel zwischen dem langsamen und schnellen Schaltmodus wird auch als Cole-
Moore Effekt bezeichnet. Außerdem konnte zwei Jahre spa¨ter von Terlau et al. (1996)
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beobachtet werden, dass dieser Effekt durch die Anwesenheit von divalenten Kationen in
der Extrazellularflu¨ssigkeit stark begu¨nstigt wird. Allerdings haben Ca2+-Ionen fast kei-
nen Einfluss auf das Aktivierungsverhalten, wa¨hrend Ni2+-Ionen und Mg2+-Ionen sta¨rker
wirken (Terlau et al. 1996).
Abbildung 2.6: Die Aktivierungskinetik von EAG ist vom Haltepotential und der ex-
trazellula¨ren Magnesiumkonzentration abha¨ngig
Dargestellt sind die EAG-Stro¨me in der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y bei einer Depo-
larisation auf +50 mV in Abha¨ngigkeit vom Membranpotential und der Konzentration an
extrazellula¨ren divalenten Ionen. Das Membranpotential wurde in einer Breite auf -130 mV
bis -40 mV in 10 mV Schritten erho¨ht und als extrazellula¨re Ionen wurden Magnesium-
und Nickelionen in den angegebenen Konzentrationen verwendet. Die langsamsten Akti-
vierungskurven korrespondieren mit einem Vorpuls auf -130 mV wa¨hrend die schnellsten
bei einem Vorpuls auf -40 mV vorzufinden sind (Meyer und Heinemann 1998).
Ein deutlicher Effekt ist bereits bei einer Konzentration von 2 mM Mg2+ zu erken-
nen, die der natu¨rlichen Konzentration im Extrazellularraum entspricht, so dass man
auf eine Beeinflussung des EAG-Kanals bei physiologischen Magnesiumkonzentrationen
schließen kann. Des Weiteren wird die Regulation des EAG-Kanals durch intrazellula¨res
Kalzium beeinflusst. Stansfeld et al. (1996) entdeckten, dass eine erho¨hte intrazellula¨re
Kalziumkonzentration den rEAG-Kanal reversibel hemmt, so dass er unabha¨ngig vom
Membranpotential verschlossen ist. Der IC50-Wert des intrazellula¨ren Kalziums liegt bei
50 nM, so dass dieser Kanal bereits sehr empfindlich auf physiologische Schwankungen
des Kalziums reagiert. Meyer und Heinemann konnten 1998 ebenfalls diese Beobachtun-
gen an der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y machen, wobei diese einen IC50-Wert von
ca. 100 nM feststellten. Auch hier konnte sowohl mittels muscarinischer Stimulation mit
ACh als auch direkter Kalziumbeladung der Zelle u¨ber die Patchpipette eine vollsta¨ndige
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Hemmung des Kanals erreicht werden. Von Scho¨nherr et al (2000) konnte gezeigt wer-
den, dass die durch Kalzium bewirkte Reduktion des EAG-Stroms auf eine Bindung von
durch Kalzium aktiviertem Calmodulin an eine C-terminale Bindungsdoma¨ne erfolgt.
2.3.4 Physiologische Funktion der EAG-Kana¨le
Bisher ist nur relativ wenig u¨ber die physiologische Funktion des EAG-Stroms bekannt.
Eine Expression von EAG findet man hauptsa¨chlich im neuronalen Gewebe wie Gehirn,
Ru¨ckenmark und Ganglien des symphatischen Nervensystems. In zahlreichen anderen
Geweben, wie zum Beispiel Skelettmuskel oder inneren Organen konnte keine Expressi-
on gefunden werden. Es ist also anzunehmen, dass EAG eine wichtige Rolle in Neuronen
spielt (Terlau et al. 1996). Außerdem konnten Occhiodoro et al. (1998) eine transiente
Expression von EAG bei der Differenzierung von Myoblasten beobachten. Hier ko¨nnte
eine Funktion von EAG fu¨r die Beeinflussung des Membranpotentials diskutiert werden,
da sich das Membranpotential in Myoblasten auf etwa -10 mV von etwa -70 mV erho¨ht,
bevor sie differenzieren. Der Einfluss von EAG auf das Ruhepotential ko¨nnte auch fu¨r
die Entstehung von Tumorzellen eine wichtige Rolle spielen. Hier weisen neuere Befunde
auf pathophysiologische Funktionen des Kanals hin.
Es konnte die Transkription des EAG-Kanals in verschiedenen Tumorzelllinien nachge-
wiesen werden (Pardo et al. 1999). Pardo et al. (1999) hat die onkologische Bedeutung
des EAG-Kanals na¨her untersucht und konnte mit seinen Experimenten an einer Ovari-
enkarzinomzelllinie demonstrieren, dass eine Hemmung der Expression des EAG-Kanals
signifikant die Proliferation der Zellen herabsetzt und eine erho¨hte Expression von EAG
einen Proliferationsanstieg zur Folge hat. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass mit
EAG transfizierte Zellen, die in eine immunsupprimierte Maus injiziert worden sind, das
Fortschreiten des Tumors begu¨nstigen. Von Gavrilova-Ruch et al. (2002) wurde beschrie-
ben, dass EAG eine wichtige Rolle fu¨r den Zellzyklus spielt, und es konnten Hinweise
fu¨r wichtige Funktionen von EAG fu¨r die Proliferation in IGR1 Melanomzellen gefunden
werden, da durch eine Blockade des EAG-Kanals mittels Imipramin die Proliferation in
diesem Zellsystem deutlich reduziert werden konnte.
Alle diese genannten Befunde hinsichtlich des Einflusses von EAG auf die Zellprolifera-
tion und Expression dieses Kanales in Tumoren weisen auf sein onkologisches Potential
hin.
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2.3.5 Die verzo¨gerten Gleichrichter-Kana¨le
Diese Kana¨le repra¨sentieren eine Klasse von Kaliumkana¨len mit verschiedenem moleku-
larem Aufbau. Zu dieser Klasse von Kaliumkana¨len geho¨rt der Kv3.1 Kanal, der in der
Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y vorkommt. Dieser Kanal geho¨rt ebenfalls zur Klasse der
spannungsgesteuerten Kaliumkana¨le. Im Gegensatz zum EAG-Kanal ist seine Aktivie-
rung jedoch nicht vom Vorpuls abha¨ngig.
Abbildung 2.7: Die Aktivierungskinetik des verzo¨gerten Gleichrichterstroms ist unab-
ha¨ngig vom Haltepotential
Dargestellt ist der verzo¨gerte Gleichrichterstrom in der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y
bei einer Depolarisation auf + 50mV in Abha¨ngigkeit vom Membranpotential, welches
-60 mV bzw. -130 mV betrug. Zwischen diesen beiden Vorpulsen gibt es keine Unterschie-
de in der Aktivierungskinetik des Kaliumstroms bei Depolarisation der Zellmembran auf
+ 50 mV (Meyer und Heinemann 1998).
Es konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass diese Kana¨le eine Rolle in der
Proliferation von Tumorzellen spielen (Abdul et al. 2003, Fieber et al. 2003). Blocker der
verzo¨gerten Gleichrichter-Kana¨le, wie zum Beispiel Tetraethylammonium und Tamoxi-
fen oder Diltiazem, blockieren diese Kana¨le und setzen die Proliferation in verschiedenen
Tumorzelllinien herab, wie zum Beispiel in Neuroblastomen, kleinzelligen Bronchialkarzi-
nomen, Melanomen oder Lymphozytomen (Rouzaire-Dubois und Dubois 1990, Pancrazio
et al. 1991, Fieber et al. 2003).
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2.3.6 ERG-Kana¨le
Der funktionelle O¨ffnungsmechanismus von ERG unterscheidet sich grundlegend vom
Aktivierungsverhalten von EAG. Wa¨hrend einer Membrandepolarisation erzeugt dieser
Kanal nur geringe Kaliumauswa¨rtsstro¨me und bleibt in der nachfolgenden Repolarisa-
tion sehr lang offen (Trudeau et al. 1995). Dieses ungewo¨hnliche Schaltverhalten kann
damit erkla¨rt werden, dass ein sehr schneller Inaktivierungsmechanismus vorliegt, der
die Auswa¨rtsstro¨me sehr klein ha¨lt und nur wa¨hrend der Depolarisation aktiv ist.
Abbildung 2.8: Aktivierung und Inaktivierung von ERG
Man muss annehmen, dass die Ru¨ckkehr aus dem inaktivierten Zustand schneller ist als
die Deaktivierung und somit lange tail Stro¨me ermo¨glicht (Scho¨nherr et al. 2000).
Physiologisch kommen ERG-Kana¨le zum Beispiel in Zellen des Glomus caroticus (Over-
holt et al. 2000), lactrotrophen Zellen (Schafer et al. 1999), transient in Zellen der Neural-
leiste (Arcangeli et al. 1997) und dem Herzen (Curran et al. 1995) vor. Im Herzen fu¨hrt
eine Mutation von ERG zum so genannten Long-QT Syndrom, dass unter anderem von
Curran et al. (1995) beschrieben wurde. Bei diesem Syndrom handelt es sich um eine
Herzrhythmussto¨rung auf der Grundlage der Verla¨ngerung der QT-Zeit, die einen plo¨tz-
lichen Herzstillstand zur Folge haben kann. Außerdem konnte die Expression von ERG
in vielen verschiedenen Tumorzellen gefunden werden, wa¨hrend im gesunden Gewebe,
von dem der Tumor seinen histologischen Ursprung hat, keine ERG-Kana¨le gefunden
werden konnten (Wang et al. 2002). Dies ist ein Hinweis darauf, dass ERG bei der
Zellproliferation eine wichtige Rolle spielen ko¨nnte.
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2.4 Mechanismen zur Regulation der Zellproliferation
Die Zellproliferation kann durch Kaliumkana¨le u¨ber verschiedene Mechanismen beein-
flusst werden. Abbildung 2.9 gibt einen U¨berblick u¨ber mo¨gliche Wege.
Abbildung 2.9: Kaliumkana¨le beeinflussen die Zellproliferation.
Darstellung mo¨glicher Mechanismen durch die Kaliumkana¨le die Zellproliferation in Tu-
moren fo¨rdern.
↑ Erho¨hung ↓ Erniedrigung
2.4.1 Rolle des Membranpotentials bei der Tumorgenese
Das Membranpotential, das durch Kaliumkana¨le reguliert werden kann, spielt eine wich-
tige Rolle bei der Entstehung von Tumoren. Bereits in den 70er Jahren hat man fest-
gestellt, dass es Unterschiede im Membranpotential zwischen normalem Gewebe und
Tumorzellen gibt; Tumorzellen haben ein niedrigeres Ruhepotential als gesunde Zellen
selben histologischen Ursprungs (Redmann et al. 1972). Diese Beobachtung konnte durch
mehrere Studien besta¨tigt werden (Binggeli und Cameron 1980, Marino et al. 1994).
Durch weniger negative Membranpotentiale ko¨nnen spannungsgesteuerte Ca2+-Kana¨le
aktiviert werden, was einen Ca2+-Einstrom in die Zelle zur Folge hat. Mo¨glicherweise
kann man sich durch diese intrazellula¨re Kalziumerho¨hung die Erho¨hung der Prolife-
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ration erkla¨ren, da Kalzium verschiedene Botenstoffe und Hormone in Zellen aktiveren
kann, durch die der Zellzyklus beeinflusst wird.
Außerdem wurde von Lang et al. (1991) beschrieben, dass verschiedene Wachstumsfak-
toren, wie zum Beispiel der Epidermale Wachstumsfaktor (EGF) oder Bradykinin, eine
Oszillation des Membranpotentials bewirken, die zu einer voru¨bergehenden Membran-
hyperpolarisation fu¨hrt. Diese Membranschwankungen ko¨nnen fu¨r die Entstehung von
Tumoren eine Rolle spielen.
2.4.2 Rolle des Kalziumeinstroms bei der Tumorgenese
Ca2+-Ionen spielen als intrazellula¨re Botenstoffe fu¨r die Regulation verschiedener Hor-
monkaskaden durch Interaktion mit Signalproteinen eine sehr wichtige Rolle und ko¨nnen
somit Wachstums- und Differenzierungsprozesse beeinflussen. Kalziumeinstrom durch
Kalziumkana¨le und die anschließende intrazellula¨re Kalziummobilisierung aus dem glat-
ten endoplasmatischen Retikulum begu¨nstigt das Tumorwachstum (Lee et al. 1994). Um-
gekehrt kann durch Ca2+-Antagonisten wie Verapamil die Proliferation in verschiedenen
Tumorzelllinien gehemmt werden, wie zum Beispiel in der H35 Zelllinie abstammend
vom hepatozellula¨ren Karzinom (Zhou et al. 2003) und der DLD1 Zelllinie abstammend
vom Dickdarmkarzinom (Yao und Kwan 1999).
Eine Aktivierung der Kaliumkana¨le fu¨hrt zu einer Hyperpolarisation der Zellmembran
und somit zu einer Erho¨hung des elektrochemischen Gradienten fu¨r einen Ca2+-Einstrom
in die Zelle. Lepple-Wienhues et al. (1996) hatte an der Melanomzelllinie SK-MEL-28
gezeigt, dass eine Membrandepolarisation das intrazellula¨re Ca2+herabsetzt, wa¨hrend es
durch eine Hyperpolarisation der Zellmembran erho¨ht wird.
Yao und Kwan et al. (1999) haben den Zusammenhang zwischen der Aktivita¨t von
Kaliumkana¨len und dem Ca2+-Einstrom in den Karzinomzellen DLD-1, die von Dick-
darmtumoren abstammen, untersucht. Sie fanden heraus, dass bereits 50 µM Tetrapen-
tylammonium (Kaliumkanalblocker) oder 100 µM Verapamil (Kalziumkanalblocker) den
Kalziumeinstrom von außen verhindern. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Aktivita¨t
von Kaliumkana¨len Einfluss auf den Ca2+-Einstrom in den Dickdarmkarzinomzellen hat
und somit die Zellproliferation vera¨ndern kann.
2.4.3 Rolle des Zellvolumens bei der Tumorgenese
Rouzaire-Dubois et al. (1998) hatten gezeigt, dass Kaliumkana¨le die Aktivita¨t von Zell-
zyklusproteinen u¨ber das Zellvolumen beeinflussen ko¨nnen. Sie demonstrierten, dass Ka-
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liumkanalblocker wie Tetraethylammonium und Cs+-Ionen das Zellvolumen erho¨hen und
dabei die Proliferationsrate erniedrigen. Die Proliferation wird ab einer Erho¨hung des
Zellvolumens um 25% vollsta¨ndig verhindert. Ein vermehrtes O¨ffnen der Kaliumkana¨le
fu¨hrt zu einem erho¨hten Kaliumausstrom aus der Zelle und damit zu einem erho¨hten
Wasserausstrom, so dass das Zellvolumen abnimmt.
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3 Ziele der Arbeit
Momentan ist von besonderem Interesse, ob Kaliumkana¨le bei der Proliferation von Neu-
roblastomen eine wichtige Rolle spielen und sich dadurch eventuell neue therapeutische
Wege ero¨ffnen ko¨nnten. Mit dieser vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob Zu-
sammenha¨nge zwischen der Retinat-induzierten Zelldifferenzierung und Kaliumkana¨len
in Neuroblastomen bestehen.
Bisher ist bekannt, dass die Zellproliferation und Zelldifferenzierung in Neuroblastomzel-
len durch Retinate, Kaliumkana¨le und PI3-Kinasen beeinflusst werden ko¨nnen. Es sollte
der Frage nachgegangen werden, ob Kaliumkana¨le durch Retinate reguliert werden ko¨n-
nen, und ob u¨ber diesen Mechanismus die Zelldifferenzierung und Zellproliferation von
Neuroblastomzellen reguliert werden ko¨nnen.
Weiterhin sollte untersucht werden, ob die PI3-Kinase bei der Regulation von Kalium-
kana¨len in Neuroblastomzellen durch Retinate eine Rolle spielt.
Als Untersuchungsmodell fu¨r die Experimente wurden verschiedene Neuroblastomzellli-
nien verwendet.
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Abbildung 3.1: Schwerpunkte der Arbeit
Gibt es Zusammenha¨nge zwischen der PI3-Kinase, Retinaten und Kaliumkana¨len? Wie
ko¨nnen diese die Zellproliferation und Zelldifferenzierung in Neuroblastomen beeinflussen?
Ero¨ffnen sich eventuell neue therapeutische Mo¨glichkeiten?
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4 Materialien und Methoden
4.1 Zellkulturen
4.1.1 Kultivierung der Zelllinien
Fu¨r die Experimente wurden die Neuroblastomzelllinien SH-SY5Y, SK-N-LO, SK-N-FI,
SK-N-MC, SK-PN-DW und die Melanomzelllinie IGR1 verwendet. Die Neuroblastom-
zelllinien wurden freundlicherweise von Dr. Astrid Voigt zur Verfu¨gung gestellt (Abtei-
lung Pa¨diatrie des Klinikums Jena, Deutschland). Außerdem wurden stabile mit hEAG1
transfizierte Zellklone der SH-SY5Y Zelllinie verwendet. Diese Klone wurden von Dr. Kri-
stina Scho¨nherr hergestellt (MZB, Prof. Heinemann, Jena, Deutschland). Alle Zelllinien,
ausgenommen der SK-N-FI und SK-N-LO Zelllinie, wurden in
”
Dulbecco´s Minimal
Eagles Medium“ (Abku¨rzung: DMEM, PAA Laboratoires GmbH, Pasching, O¨sterreich)
mit Zusatz von 10% fetalem Ka¨lberserum (FKS) unter einem atmospa¨rischen CO2 An-
teil von 5% bei 37 ◦C kultiviert. Außerdem wurde anstelle des fetalen Ka¨lberserums ein
spezielles durch einen Aktivkohlefilter behandeltes Serum verwendet (FBS
”
Charcoal fil-
tered“, CAMBREX, Verviers, Belgien). Die Zelllinien SK-N-FI und SK-N-LO wuchsen
in einem Medium bestehend aus 50% DMEM und 50%
”
Ham’s F-12“ Medium (PAA La-
boratoires GmbH, Pasching, O¨sterreich) unter Zusatz von 10% FKS an. Wenn die Zellen
zu ca. 80% konfluent angewachsen waren, wurden sie vom Boden der Kulturflasche mit
2 ml Trypsin (PAA Laboratoires GmbH, Pasching, O¨sterreich) abgelo¨st, in PBS-Puffer
(PBS(1x), 8,83 g/l NaCl, 1,26 g/l Na2HPO4-, 0,302 Na2HPO4, in ddH2O gelo¨st) und auf
kleine Petrischalen (Durchmesser 35 mm, Nunc, Roskilde, Da¨nemark) ausgesa¨t. Nach
ca. 1-4 Tagen waren sie zu 50% konfluent angewachsen und konnten fu¨r die elektrophy-
siologischen Messungen oder Transfektion verwendet werden. Die Passagenanzahl zum
Zeitpunkt der Ganzzell-Patch-Clamp-Messungen lag zwischen 3 und 15.
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Außerdem wurden die Zellen mit verschiedenen Substanzen inkubiert. Es wurden 13-
cis-Retinat, all-trans-Retinat (beide Retinate von PAA Laboratoires GmbH, Pasching,
O¨sterreich), LY2942002 (Alexis,San Diego, CA, USA) und AS041164 (Serono, Genf,
Schweiz) verwendet.
4.1.2 Transiente Transfektion
Fu¨r die Transfektion von SH-SY5Y Zellen mittels PI3-Kinase wurde der PolyFect trans-
fection reagent-Kit (Quiagen, Valencia, Kalifornien, USA) benutzt. Das Prinzip die-
ser Transfektionsmethode besteht darin, dass sich durch die polykationischen Lipide in
wa¨ssriger Phase Komplexe aus Nukleinsa¨uren und Liposomen bilden, die in der Lage
sind, die Zellmembran endozytotisch zu passieren.
Fu¨r eine 35 mm Petrieschale wurde folgendes Transfektionsprotokoll verwendet:
100 µl serumfreies Medium (DMEM), 1 µg PI3-Kinase-DNA, 5 µl Polyfect und 0.5 µg
Marker-DNA fu¨r CD8 (Jurman et al. 1994) wurden in einem Eppendorf-Tube gemischt.
Nach einer anschließenden 10-minu¨tigen Inkubation bei Raumtemperatur und einer Zu-
gabe von 600 µl Medium mit 10% FKS, wurden die Zellen auf die Kulturschalen ausge-
sa¨t. Das Medium wurde nach 12-16 Stunden gewechselt, und nach weiteren 24 Stunden
konnten die elektrophysiologischen Messungen durchgefu¨hrt werden. Die Markierung der
transfizierten Zellen erfolgte durch Metallku¨gelchen mit markierten Antiko¨rpern gegen
CD8 (Dynabeads, Deutsche Dynal GmbH, Hamburg, Deutschland).
Es wurde fu¨r die Transfektion Plasmid-DNA (pcDNA3) der natu¨rlichen funktionsfa¨higen
PI3-Kinase γ und einer inaktiven mutierten PI3-Kinase γ verwendet. Die inaktive Form
der PI3-Kinase ist eine K832R-Mutante, daher an Position 832 des Proteins wurde die
Aminosa¨ure K (Lysin) gegen die Aminosa¨ure R (Arginin) ausgetauscht. Alle Plasmide
(pcDNA3) mit PI3-Kinase wurden von Dr. Tzvetanka Bondeva freundlicherweise zur
Verfu¨gung gestellt (MZ, Prof. Wetzker, Jena, Deutschland).
4.2 Elektrophysiologische Messungen
In der vorliegenden Arbeit wurden die Ganzzell-Ableitungen (engl. whole cell patch)
benutzt (Neher et al. 1978, Hamill et al. 1981). Der Messplatz war durch einen Faraday-
schen Ka¨fig gegen elektrische Sto¨rfelder abgeschirmt und schwingungsarm gelagert. U¨ber
ein Peltier -Element (Lorenz, Messgera¨tebau, Lindau, Deutschland) konnte die Tempe-
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ratur der Badlo¨sung konstant auf 20-23 ◦C gehalten werden, was fu¨r die Aktivita¨t des
EAG-Kanals von Bedeutung war.
Es wurden Patch-Pipetten mit einem Pipettenwiderstand zwischen 1,2 MΩ und 3 MΩ
aus Kimble-Kimex-8.5-Glas (WPI, Sarasota, Florida, USA) mit Hilfe eines Micropipette
Puller Model P-97 (Sutter Instrument Co., Novato, Kalifornien, USA) gezogen. Anschlie-
ßend wurden die Spitzen poliert, indem sie nahe an einen heißen Platin-Iridium-Draht
herangefahren wurden. Danach konnten die Pipetten mit der jeweils beno¨tigten Pipet-
tenlo¨sung gefu¨llt und u¨ber einen Ag/AgCl-Draht an einem Vorversta¨rker angeschlossen
werden.
Anschließend wurde die Pipettenspitze vorsichtig unter einem leichten U¨berdruck von
ca. 30 Pa unmittelbar u¨ber die Zellmembran platziert und langsam unter Kontrolle des
Pipettenwiderstandes bis zum Aufsetzen auf die Zellmembran nach unten bewegt. Sicht-
bar wurde dies durch eine Erho¨hung des Pipettenwiderstandes. Es wurde der U¨berdruck
weggenommen und ein Unterdruck von ca. -200 Pa angelegt und die Membranspannung
auf ca. -60 mV bis -100 mV verringert, wodurch eine feste Adha¨sion der Pipettenspitze
auf der Zellmembran entstand. Der Pipettenwiderstand war in diesem Fall gro¨ßer als
1 GΩ. Diese Adha¨sion der Patch-Pipette an der Zellmembran wird auch als Gigaseal
bezeichnet.
Um in den Ganzzell-Modus (engl. whole cell patch) zu gelangen, wurde durch einen
kurzen Saugstoss das Membranstu¨ck unter der Pipetteno¨ffnung in die Pipette einge-
saugt, ohne die Membran-Pipetten-Abdichtung zu bescha¨digen. Somit konnte eine offene
Verbindung zwischen der Pipette und der Zelle geschaffen werden, wodurch die Pipet-
tenlo¨sung in die Zelle diffundierte. Um einen Ionenaustausch zwischen dem Zellinneren
und der Pipettenlo¨sung zu erreichen, wurde ungefa¨hr 3 Minuten gewartet, bevor die
elektrophysiologischen Messungen begonnen werden konnten. Nach dieser Zeit war die
Membran-Pipetten-Abdichtung meist sehr stabil und der Zugangswiderstand lag mei-
stens zwischen 1 und 5 GΩ (Abbildung 4.1).
Um Spannungsfehler zu minimieren, erfolgte eine Kompensation des Zugangswiderstan-
des um mehr als 70%. Das Ausgangspotential wurde jedes Mal abgeglichen, bevor eine
Membran-Pipetten-Abdichtung hergestellt wurde. Die Stromantwort auf definierte Span-
nungspru¨nge wurde u¨ber einen Versta¨rker (EPC-9, HEKA Elektronik, Lambrecht) und
einen AD/DA- Wandler an einen angeschlossenen Computer weitergeleitet. Die Gene-
rierung der Spannungen, die an der Zellmembran anlagen, wurde mit den Programmen
Pulse (HEKA Elektronik) und Patch-Master (HEKA Elektronik) durchgefu¨hrt. Das Hal-
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Abbildung 4.1: Schritte bis zum Ganzzellpatch
Die Pipette wurde langsam auf die Zelle hinzubewegt. Ein Aufsetzen der Pipette auf
die Zellmembran konnte durch die Erho¨hung des Pipettenwiderstands registriert werden.
War dieser gro¨ßer 1 GΩ konnte durch einen Unterdruck an der Pipettenspitze ein Stu¨ck
Membran eingesaugt werden und somit ein Zugang zur Zelle geschaffen werden.
tepotential lag bei -60 mV. Anschließend wurden verschiedene Spannungsspru¨nge ange-
legt, abha¨ngig vom jeweiligen Spannungsprotokoll.
Leck- und Kapazita¨tsstro¨me wurden mit der P/n Methode korrigiert (Heinemann 1995).
In den meisten Fa¨llen wurden die Daten mit einem Tiefpassfilter bei 5 kHz gefiltert und
mit 20 kHz aufgenommen. Fu¨r die nicht stationa¨re Rauschanalyse wurde der Strom mit
40 kHz abgetastet.
Die Auswertung der Daten erfolgte mit den Programmen PulseFit, Pulsetools (HEKA
Elektronik), Igor Pro (Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA) und Excel (Microsoft
Corporation, WA, USA). Die Daten werden, falls nicht anders erwa¨hnt, als Mittelwert
± Standartfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt, wobei n die Anzahl unabha¨ngiger
Experimente angibt.
Um akut Substanzen in die Badlo¨sung zu applizieren, wurde die Badlo¨sung mit Hilfe
einer Pumpe abgesaugt und dabei kontinuierlich mit einer Pipette die entsprechende
Lo¨sung dazugegeben. Dieser Vorgang wurde mehrmals wiederholt, um letztendlich einen
kompletten Austausch der Badlo¨sung zu erreichen.
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Die intrazellula¨re Lo¨sung, die in der Pipette vorlag, beinhaltete folgende Substanzen
gelo¨st in destilliertem Wasser:
1. 130 mM KCl, 2.56 mM MgCl2, 10 mM EGTA, 10 mM HEPES, pH 7.4
Die extrazellula¨ren Lo¨sungen (Badlo¨sungen) beinhalteten folgende Substanzen gelo¨st in
destilliertem Wasser:
1. 145 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2 pH 7,4
2. 110 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 40 mM KCl, 2 mM CaCl2 pH 7,4
4.2.1 Strommessungen
U¨ber die Zellmembran wurden verschiedene Spannungen angelegt und dabei die dazu-
geho¨rigen Stromkurven aufgezeichnet. Um EAG-Strom in Zellen zu messen, wurde die
Zellmembran unter zwei verschiedenen Vorpulsen von -60 mV und -120 mV auf + 50 mV
depolarisiert. Diese am ha¨ufigsten verwendeten Pulse und die dazugeho¨rigen Stromkur-
ven sind in Abbildung 4.2 dargestellt.
Abbildung 4.2: Darstellung der Kalium- und Natriumstro¨me bei Depolarisation auf
+50 mV von den Haltepotentialen -60 mV und -120 mV
Am Beginn ist ein kurzer Natriumeinstrom sichtbar, gefolgt vom EAG-Ausstrom. In der
Repolarisationsphase ist der ERG-Strom als einwa¨rtsgerichteter Strom zu erkennen.
Das Fitten von Kurven erfolgte mit dem Programm Igor Pro. In Gleichung 3.1 ist eine
Exponentialfunktion abgebildet, wobei in base kleine und in max hohe Werte der X-wave
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eingesetzt wurden. X0 ist der X-Wert, bei der Y den Wert von (base + max)/2 annimmt.
Der Anstieg der Funktion wird durch den Wert rate bestimmt.
f(x) = base+
max
1 + exp(x0−x
rate
)
(3.1)
In Gleichung 3.2 ist eine weitere Exponentialfunktion dargestellt, mit der Kurven gefittet
wurden.
f(x) = Y0 + Aexp− (Bx)
(3.2)
4.3 Morphologische Analyse der Zellen
4.3.1 Fixierung der Zellen
Um die Deckgla¨schen auf den Objekttra¨ger zu fixieren, wurde ein Mowiol-Einbettungs-
medium (Hoechst, Frankfurt, Deutschland) verwendet. Fu¨r die Herstellung wurden 2 g
Mowiol in 20 ml PBS-Lo¨sung unter leichter Erwa¨rmung 16 Stunden geru¨hrt und anschlie-
ßend 10 ml Glyzerin hinzugefu¨gt. Dieses Gemisch wurde weitere 16 Stunden geru¨hrt.
Danach erfolgte eine Zentrifugation der Lo¨sung bei 4000 rpm fu¨r 15 min bei Raumtempe-
ratur, und es wurden 30 mg des Antibleichmittels Dabco (1,4-Diazabicyclo(2,2,2)octan)
33480 (FLUKA, Buchs, Schweiz) hinzugefu¨gt. Das fertige Mowiol-Einbettungsmedium
wurde bei -70 ◦C gelagert, um eine Ausha¨rtung zu verhindern.
4.3.2 Fotografieren der Zellen mittels Autofluoreszenzmikroskopie
Die Fotografien erfolgten mittels Autofluoreszenzmikroskopie, wobei unspezifische Pro-
teine in den Zellen fluoreszierten. Das von der Lichtquelle ausgesandte Licht wurde
durch einen Filter geleitet, so dass die Anregungswellenla¨nge ungefa¨hr 470 nm war. Die
Emissionswellenla¨nge der Zellen betrug 575 nm. Als Lichtmikroskop kam das Axiophot-
Mikroskop (Carl-Zeiss, Jena, Deutschland) mit aufgebauter Kamera vom Typ Hama-
matsu C 4742-95 zum Einsatz. Die Aufnahme der digitalen Bilder und die Messung der
Dendritenla¨ngen erfolgte mit Hilfe des Openlab 3.1.5 Programms (Improvision Systems,
USA). Diese Daten wurden mit Photoshop 7.0 (Adobe, USA) und Excel weiterverarbei-
tet.
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4.3.3 Fotografieren der Zellen mittels Laser-Scanning-Mikroskopie
Es wurde das Laser-Scanning-Mikroskop (LSM) 510 (Carl-Zeiss, Jena, Deutschland)
verwendet. Zusa¨tzlich konnte das Bild mittels des Lichtmikroskops Axiovert 100 M vor-
eingestellt werden. Die Wellenla¨nge des Lasers betrug 488 nm und die maximale Sta¨rke
war auf 15 mW eingestellt.
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5 Ergebnisse
5.1 Charakterisierung von Kalium- und
Natriumstro¨men in Neuroblastomzellen
Zuna¨chst war von Interesse, Zellen von verschiedenen Neuroblastomzelllinien mittels
Ganzzellmessung auf unterschiedliche Ionenstro¨me zu untersuchen. Es ist gelungen, drei
unterschiedliche Typen spannungsgesteuerter Kaliumkana¨le zu messen, wobei es sich bei
zwei Kana¨len um auswa¨rtsgleichrichtende Kana¨le und bei einem um einen einwa¨rtsgleich-
richtenden Kaliumkanal handelte. Zu den auswa¨rtsgleichrichtenden Kaliumkana¨len za¨h-
len der schnell aktivierende verzo¨gerte Gleichrichterkanal und der wesentlich langsamer
aktivierende EAG-Kanal. Wie in Abbildung 5.1 dargestellt, kann man den EAG-Strom
vom verzo¨gerten Gleichrichterstrom anhand seiner Aktivierungskinetik unterscheiden.
Der EAG-Kanal aktiviert wesentlich langsamer als der verzo¨gerte Gleichrichter und kann
sicher durch seine einzigartige elektrophysiologische Eigenschaft, dem so genannten Cole-
Moore Effekt identifiziert werden (Terlau et al. 1996, Meyer und Heinemann 1998). In
Anwesenheit von extrazellula¨ren Mg2+-Ionen kann die Aktivierungskinetik durch eine
Herabsetzung des Haltepotentials der Zellmembran verlangsamt werden. In Abbildung
5.1 A sind Stromkurven von Zellen der Neuroblastomzelllinie SK-N-FI dargestellt, die
mittels Depolarisation der Zellmembran ausgehend von -100 mV in 10 mV Schritten auf
+100 mV aufgenommen worden sind. Zu erkennen sind Zellen mit EAG-Strom (oberes
Bild), mit verzo¨gertem Gleichrichterstrom (unteres Bild) und beiden Stro¨men gleich-
zeitig (mittleres Bild). EAG-Kana¨le zeigen eine langsamere Aktivierung, als verzo¨gerte
Gleichrichterkana¨le bei einer Depolarisation der Zellmembran. Dies wird in Abbildung
5.1 D verdeutlicht, in der die Zeit, die ab dem Depolarisationspuls beno¨tigt wird, um
80% des maximalen Auswa¨rtsstromes zu erreichen, dargestellt ist. Bei einem Depola-
risationspuls auf +50 mV, wie er in den folgenden Experimenten meistens verwendet
wurde, war diese Zeit bei Zellen, die den EAG-Kanal hatten, ca. 16 ms und bei Zellen
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mit verzo¨gertem Gleichrichter ca. 1,4 ms. Zellen, die den EAG-Kanal und verzo¨gerten
Gleichrichterkanal besaßen, lagen mit ca. 8 ms zwischen den beiden anderen Typen.
Das Aktivierungspotential fu¨r beide spannungsgesteuerten Kaliumkana¨le liegt ungefa¨hr
im gleichen Bereich, und deutliche Auswa¨rtsstro¨me sind ab ca. -10 mV (Abbildung 5.1 C)
zu erkennen.
Außerdem ist in Abbildung 5.1 A und B ersichtlich, dass EAG-Stro¨me wa¨hrend einer
lang andauernden Depolarisation (ca. 2 s) keine Inaktivierung zeigen, wa¨hrend verzo¨gerte
Gleichrichterstro¨me eine langsame Inaktivierung aufweisen.
Weiterhin ist der EAG-Strom vom Vorpuls abha¨ngig, was in Abbildung 5.1 B dargestellt
ist. Die EAG-Stro¨me zeigen eine typische sigmoide Aktivierungsphase, wenn der Vorpuls
auf -120 mV verringert wurde im Gegensatz zur schnelleren Aktivierung bei einem Vor-
puls auf -60 mV. Mit Hilfe dieser einzigartigen Aktivierungskinetik konnte man in Zellen,
die sowohl EAG als auch verzo¨gerten Gleichrichter besaßen, den EAG-Strom ermitteln
(Abbildung 5.1 B mittleres Bild).
Jedoch konnte man mit diesen Pulsprotokollen aus Abbildung 5.1 nicht EAG1-Kana¨le
von EAG2-Kana¨len unterscheiden, da beide ein a¨hnliches O¨ffnungsverhalten besitzen.
Da EAG1 in Neuroblastomzellen immer ein deutlicheres RT-PCR Signal zeigte (durch-
gefu¨hrt von Dr. Kristina Scho¨nherr, MZB, Prof. Heinemann, Jena, Deutschland), ist
anzunehmen, dass die gemessenen EAG-Stro¨me auf EAG1 zuru¨ckzufu¨hren sind.
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Abbildung 5.1: Abha¨ngigkeit des EAG-Stromes und des verzo¨gerten Gleichrichterstro-
mes von der Spannung.
A und B: Beispielstromkurven von drei verschiedenen SK-N-FI Zellen mittels Ganzzell-
messungen, die mit Hilfe der dargestellten Pulsprotokolle aufgenommen wurden. EAG-
Stro¨me ko¨nnen von verzo¨gerten Gleichrichterstro¨men durch die langsamere Aktivierungs-
zeit und das Fehlen einer Inaktivierung bei langandauernder Depolarisation unterschieden
werden. Der EAG-Kanal aktiviert bei einem Vorpuls auf -120 mV im Gegensatz zu einem
Vorpuls auf -60 mV langsamer, wodurch es mo¨glich ist, den EAG-Strom in Zellen mit
EAG-Kana¨len und verzo¨gerten Gleichrichterkana¨len abzugrenzen (mittleres Bild B). Die
roten Stromkurven wurden bei einer Vordepolarisation auf -120 mV und die schwarzen
bei -60 mV aufgenommen. Der Nullwert der Ordinatenachse ist als gestrichelte Linie dar-
gestellt. Die Ho¨he der Stro¨me wurde mit diesen Protokollen 50 ms nach Depolarisation
bestimmt.
C Die Stro¨me aus A, die am Ende einer Depolarisation aufgenommen worden sind, sind
als Funktion zur Membranspannung aufgetragen. Zusa¨tzlich ist in D die Zeit dargestellt,
um 80% des maximalen Stromes nach einer Depolarisation zu erreichen.
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Außerdem konnten ERG-Kana¨le als einwa¨rtsgleichrichtender Kaliumstrom in Neurobla-
stomzellen gemessen werden. Den ERG-Strom kann man in der Repolarisationsphase
der Zellmembran auf -120 mV als einen lang andauernden einwa¨rtsgerichteten Strom
(engl. tail current) nach der Depolarisation erkennen (Abbildung 5.2 B). Um diesen
Kaliumstrom elektrophysiologisch zu erfassen, besaß die Standard-Badlo¨sung anstelle 5
mM KCl 40 mM KCl. Diese Daten wurden mit Hilfe des Pulsprotokolls aus Abbildung
5.2 A aufgenommen, wo der ERG-Strom nach der Repolarisation von + 50 mV auf
-120 mV als langsamer Einwa¨rtsstrom zu erkennen ist (Abbildung 5.2 B). Dieses Pul-
sprotokoll unterscheidet sich vom Standardpulsprotokoll, mit dem EAG und verzo¨gerter
Gleichrichter aufgenommen wurden (Abbildung 5.1 A) durch eine la¨nger andauernde
Repolarisation der Zellmembran auf -120 mV. In Abbildung 5.2 B erkennt man wa¨hrend
der Depolarisation ebenfalls den auswa¨rtsgerichteten EAG-Strom.
Abbildung 5.2: ERG-Stro¨me in Neuroblastomzellen
Mit Hilfe des Pulsprotokolles aus A wurde der ERG-Strom aufgenommen. Den ERG-
Strom kann man in der Repolarisationsphase der Zellmembran auf -120 mV als einen lang
andauernden einwa¨rtsgerichteten Strom nach der Depolarisation erkennen (B). Wa¨hrend
der Depolarisation ist außerdem der EAG-Strom zu sehen.
Weiterhin sind Neuroblastomzellen durch das Vorhandensein von spannungsgesteuerten
Natriumkana¨len charakterisiert (Toselli et al. 1996). Diese Kana¨le beginnen bei einer
Membranspannung von ungefa¨hr -50 mV zu o¨ffnen und erreichen bei circa 0 mV ihren
maximalen Einwa¨rtsstrom (Abbildung 5.3).
In den Experimenten hier wurden hauptsa¨chlich spannungsgesteuerte Kaliumkana¨le un-
tersucht. Es wurde zuna¨chst versucht, in verschiedenen Neuroblastomzelllinien den EAG-
Strom und den verzo¨gerten Gleichrichterstrom mit Hilfe des in Abbildung 5.4 A darge-
stellten Pulsprotokolls zu messen.
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Abbildung 5.3: Spannungsgesteuerte Natriumkana¨le in Neuroblastomzellen
A zeigt das Pulsprotokoll, mit dem die Stromkurven der Natriumkana¨le in B aufgenom-
men worden sind, wobei in B nur Stromkurven bis 0 mV dargestellt sind. In C erkennt
man die Ho¨he des einwa¨rtsgerichteten Natriumstromes, der ungefa¨hr bei einer Membrans-
pannung von 0 mV seinen maximalen Einwa¨rtsstrom erreicht. Dieser Strom kurz nach der
Depolarisation (bis zu 5 ms) ist den schnell aktivierenden Natriumkana¨len zu zuschreiben
und kann somit von spa¨ter aktivierenden Kaliumkana¨len separiert werden.
Diese Zelllinien kann man anhand ihres morphologischen Erscheinungsbildes in verschie-
dene Typen unterteilen (Voigt et al. 2000). Die Linien SH-SY5Y, SK-N-SH und SK-N-
FI geho¨ren zum neuronalen Typ (neuronal type oder N-type), SK-N-MC und SK-N-LO
Zellen zum Schwannschen Typ (Schwann cell-like type oder S-type) und die SK-PN-DW
Zelllinie zeigt Charakteristika der beiden oben genannten Gruppen und wird als mittlerer
Typ (intermediate type oder I-type) bezeichnet.
In den Zelllinien vom neuronalen Typ (SH-SY5Y, SK-N-FI und SK-N-SH) konnten Zel-
len mit EAG-Strom, mit verzo¨gertem Gleichrichterstrom und beiden Stro¨men gleichzeitig
detektiert werden. Bei diesen Zelllinien lag der Anteil der Zellen mit EAG-Strom zwi-
schen 50 und 65%. Eine Zelle galt als EAG-positiv, wenn der Anteil des EAG-Stromes
am Gesamtstrom mindestens 5% war. Die angegebenen Mittelwerte der Stro¨me in den
folgenden Abbildungen setzen sich aus den in den Zellen gemessenen Stro¨men dividiert
durch die Gesamtzahl der gemessenen Zellen zusammen. Zellen, die keine Stro¨me besa-
ßen, wurden in die Bildung der Mittelwerte mit einbezogen. In den Zelllinien SK-PN-DW
und SK-N-MC war kein EAG-Strom nachweisbar, sondern nur verzo¨gerter Gleichrichter-
strom. Eine Sonderstellung nahm die Zelllinie SK-N-LO ein, da bei den Messungen nur in
2 Zellen von 14 verzo¨gerter Gleichrichterstrom nachweisbar war und sonst keine Stro¨me
elektrophysiologisch detektiert wurden (Abbildung 5.5 A und B und Tabelle 5.1).
In Abbildung 5.5 C ist weiterhin die Zellkapazita¨t dargestellt, die mit der Zellgro¨ße
korreliert. Diese ist bei den Zelllinien verschieden und erstreckt sich in einem Bereich
von 9 bis 22 pF. Da die Stro¨me mittels der Ganzzellmessmethode gemessen worden
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Abbildung 5.4: Spannungsgesteuerte Kaliumstro¨me in verschiedenen Neuroblastom-
zelllinien
A zeigt das Pulsprotokoll, mit dem die Stromkurven der Kaliumstro¨me aufgenommen
wurden. In B sind drei unterschiedliche Stromkurven von S-Typ und I-Typ Zellen (genaue
Einteilung in Tabelle 5.1) dargestellt. In C erkennt man Stromkurven von verschiede-
nen Neuroblastomzelllinien, die dem neuronalen Typ zugeordnet sind. Deutlich sind in C
EAG-Stro¨me zu erkennen (Eigenschaften von EAG werden in Abbildung 5.1 erkla¨rt). Die
roten Stromkurven wurden bei einer Vordepolarisation auf -120 mV und die schwarzen bei
-60 mV aufgenommen. Bei den dargestellten Stromkurven handelt es sich um Kaliumstro¨-
me, da die Natriumkana¨le bei dieser Depolarisationsdauer inaktiviert sind.
sind, wurden die Stro¨me jeweils u¨ber die vollsta¨ndige Zellmembran aufgenommen, und
somit ist die Ho¨he der gemessenen Stro¨me von der Zellgro¨ße abha¨ngig. Aus diesem
Grund werden die gemessenen Stro¨me, wie in der Abbildung 5.5 D, bei den folgenden
Diagrammen immer im Verha¨ltnis zur Zellkapazita¨t (Stromdichte) angegeben.
Schlussfolgernd kann man sagen, dass sich die Zellen vom neuronalen Typ von den an-
deren beiden Typen deutlich unterscheiden, da diese Zellen den EAG-Kanal exprimieren
und EAG-Strom gemessen werden konnte. Allerdings weisen die unterschiedlichen Zell-
linien auch A¨hnlichkeiten auf, da fu¨nf der sechs Zelllinien den verzo¨gerten Gleichrichter-
strom besitzen. Da in den folgenden Versuchen der EAG-Strom na¨her betrachtet werden
sollte, wurden die Experimente mit zwei Zelllinien vom neuronalen Typ, den SK-N-FI
und SH-SY5Y Linien, fortgefu¨hrt.
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Morphologischer Typ Zelllinie Verzo¨gerter Gleichrichter EAG
N-Typ SH-SY5Y vorhanden vorhanden
SK-N-FI vorhanden vorhanden
SK-N-SH vorhanden vorhanden
S-Typ SK-N-MC vorhanden nicht vorhanden
SK-N-LO wenig vorhanden nicht vorhanden
I-Typ SK-PN-DW vorhanden nicht vorhanden
Tabelle 5.1: U¨berblick u¨ber Kaliumstro¨me in verschiedenen Neuroblastomzelllinien
Einen wichtigen Einfluss auf die Kalium- und Natriumstro¨me in Neuroblastomzellen hat
die Kultivierungszeit der Zellen, da wa¨hrend der Differenzierung von SH-SY5Y Zellen
Vera¨nderungen der Kaliumstro¨me und Natriumstro¨me auftreten (Tosetti et al. 1998,
Toselli et al. 1996). Deswegen wurden Zellen der SH-SY5Y Linie zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach dem Aussa¨en untersucht. In Abbildung 5.6 sind Zellen dargestellt, die
nach einem, drei und 6 Tagen nach dem Aussa¨en elektrophysiologisch gemessen wurden.
Diese besitzen jeweils verzo¨gerten Gleichrichterstrom, EAG-Strom oder ERG-Strom.
Alle gemessenen Zellen besaßen ERG-Strom, und dieser hat sich nach 5 Tagen Wachstum
fast verdoppelt (Abbildung 5.6 B und C, Tabelle 5.2). Ebenfalls zeigte der verzo¨gerte
Gleichrichter nach diesem Zeitraum eine Erho¨hung der Stromzunahme um circa Faktor
zwei (Abbildung 5.6 B und C, Tabelle 5.2).
Gegensa¨tzlich dazu verhielt sich die Vera¨nderung des EAG-Stroms. Der EAG-Strom
verzeichnete eine geringe Abnahme der Stromamplitude in den ersten 72 Stunden, und
die Ho¨he der Stromdichte blieb nach weiteren 5 Tagen Zellwachstum ungefa¨hr bei diesem
Wert (Abbildung 5.6 B und C, Tabelle 5.2).
Wa¨hrend der Zelldifferenzierung mit zunehmender Kultivierungsdauer erfolgt in Neu-
roblastomzellen der SH-SY5Y Zelllinie eine Erho¨hung der Natriumstromdichte (Toselli
et al. 1996). Mit den Experimenten hier kann nach einem Wachstumszeitraum von 6 Ta-
gen eine Zunahme der Natriumstro¨me um Faktor 1,3 in SH-SY5Y Zellen gezeigt werden
(Abbildung 5.6 A). Weiterhin ist in Abbildung 5.6 A eine kleine, aber signifikante Zu-
nahme des Ruhemembranpotentials von 25,1±0,5 mV auf 23,3±0,7 mV innerhalb von
6 Tagen zu erkennen. Die Zellkapazita¨ten und damit die Zellgro¨ßen zeigten u¨ber den
beobachteten Zeitraum keine Tendenz zur Vera¨nderung (Abbildung 5.6 A).
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Abbildung 5.5: Vorkommen von EAG und verzo¨gertem Gleichrichter in verschiedenen
Neuroblastomzelllinien
A Dargestellt sind Zellen mit verzo¨gertem Gleichrichterstrom bzw. EAG-Strom bezogen
auf die Gesamtzahl der gemessenen Zellen. Angabe erfolgt in Prozent. Die Ho¨he des EAG-
Stroms in Bezug auf den gesamten auswa¨rtsgerichteten Kaliumstrom ist in B dargestellt.
Dieser Gesamtstrom setzt sich aus EAG und verzo¨gertem Gleichrichter zusammen.
C Es werden die unterschiedlichen Zellkapazita¨ten gezeigt, die mit der Zellgro¨ße korre-
lieren. Im Diagramm D erkennt man die Stromho¨he in Bezug auf die Zellkapazita¨t, um
damit eine Aussage u¨ber die Stromdichte in den Zellen machen zu ko¨nnen. Die Stro¨me
wurden mit Hilfe des Pulsprotokolls aus Abbildung 5.1 B aufgenommen.
Die Anzahl der unabha¨ngigen Zellmessungen ist mit n angegeben, und die SEM ist als
Fehlerbalken dargestellt.
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Abbildung 5.6: Vera¨nderung von spannungsgesteuerten Kalium- und Natriumstro¨men
mit zunehmender Kultivierungszeit
Es sind Zellen der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y mit einem Alter bezogen auf den Aus-
saatzeitpunkt von einem, drei und 6 Tagen dargestellt. A zeigt die Vera¨nderung des Mem-
branpotentials, der Zellkapazita¨t und der Natriumstro¨me u¨ber diesen Kultivierungszeit-
raum. Die Natriumstro¨me (INa) wurden mit Hilfe des Pulsprotokolles aus Abbildung 5.3
aufgenommen.
B stellt den Einfluss der Kultivierungsdauer auf die Kaliumstro¨me (EAG (IEAG), ERG
(IERG), Verzo¨gerter Gleichrichter (IV G)) dar. Die Daten wurden mit Hilfe des Pulsproto-
kolls aus Abbildung 5.2 aufgenommen. In C ist die relative Vera¨nderung der Kaliumstro¨me
und des Natriumstroms zu erkennen.(* p<0,05; ** p<0,01) Fu¨r alle Experiment gilt n=30
und SEM als Fehlerbalken.
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Messzeitpunkt 1d Messzeitpunkt 3d Messzeitpunkt 6d
EAG 17,3±4,1 pA/pF 13,8±4,9 pA/pF (p=0,57) 14,0±5,1 pA/pF (p=0,61)
ERG 30,6±3,1 pA/pF 38,7±3,4 pA/pF (p=0,08) 46,2±4,7 pA/pF (p=0,007)
VG 141±16 pA/pF 205±21 pA/pF (p=0,016) 316±35 pA/pF (p=0,0004)
Natrium 53,3±4,7 pA/pF 48,2±4,5 pA/pF (p=0,43) 68,0±7,3 pA/pF (p=0,11)
Vmem 25,1±0,5 mV 23,8±0,5 mV (p=0,05) 23,3±0,7 mV (p=0,03)
CZelle 9,3±0,5 pF 8,7±0,5 pF 9,2±0,5 pF
Tabelle 5.2: Tabellarischer U¨berblick u¨ber die Messwerte von Abbildung 5.6
Die Signifikanz (p) ist immer im Vergleich zu der Messreihe von einem Tag (Messpunkt
1d) angegeben.
Letztendlich kann man zu dem Schluss kommen, dass Zellen, die zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der Aussaat gemessen wurden, unterschiedliche Ionenstro¨me aufwie-
sen. Es war wichtig, diesen Einfluss fu¨r weitere Experimente zu beru¨cksichtigen. Aus
diesem Grund wurden in den folgenden Versuchen stets feste Zeitschemata verwendet,
daher erfolgten die Messungen 24, 48 oder 72 Stunden nach dem Aussa¨en der Zellen.
5.2 Auswirkungen von Retinat auf
spannungsgesteuerte Kalium- und Natriumstro¨me
Der EAG-Strom kann unter Retinatzugabe in SH-SY5Y Zellen reduziert werden (Meyer
und Heinemann 1998). Um diesen Effekt na¨her zu untersuchen, wurden Zellen der SH-
SY5Y Zelllinie ausgewa¨hlt und mit zwei verschiedenen Retinaten (13-cis- und all-trans-
Retinat) u¨ber einen Zeitraum von 48 Stunden behandelt. Die Auswirkung auf den EAG-
Strom ist in Abbildung 5.7 D dargestellt. Beide Retinate fu¨hrten nach 24 Stunden zu
einer deutlichen Reduktion des EAG-Stroms, und nach 48 Stunden konnte man fast
keinen EAG-Strom in den Zellen mehr vorfinden. Die weiteren Experimente wurden mit
13-cis-Retinat durchgefu¨hrt, da dieses Retinat in der Klinik aktuell bei Neuroblastomen
therapeutisch eingesetzt wird (Matthay et al. 1999).
Weiterhin ergab sich die Frage, ob 13-cis-Retinat auch auf andere Neuroblastomzellli-
nien eine Wirkung hat. Als weitere Zelllinie wurde die Neuroblastomzelllinie SK-N-FI
ausgewa¨hlt, die wie die SH-SY5Y Zelllinie eine deutliche Reduzierung des EAG-Stromes
nach 24-stu¨ndiger bzw. 48-stu¨ndiger Retinatinkubation aufwies. In a¨hnlicher Weise ver-
hielt sich der Anteil der Zellen mit EAG-Strom, der nach 24-stu¨ndiger bzw. 48-stu¨ndiger
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Retinatinkubation sowohl bei den SH-SY5Y Zellen als auch bei den SK-N-FI Zellen von
ungefa¨hr 60% bzw. 42% auf unter 10% abfiel.
Als Vergleich zu den Neuroblastomzellen wurde die Melanomzelllinie IGR1, die eben-
falls EAG besitzt, mit Retinat behandelt. In dieser Zelllinie la¨sst sich EAG nicht durch
Retinat herunterregulieren. Es kann gezeigt werden, dass der Anteil der EAG-positiven
Zellen bei der Melanomzelllinie IGR1 konstant zwischen 90 und 100% blieb und auch
die mittlere Amplitude der EAG-Stromdichte keine Vera¨nderung auf Retinat zeigte.
Um die Zeitdauer zu erfassen, nach der Retinat an den Zellen erste Effekte zeigt, wur-
de 13-cis-Retinat u¨ber verschiedene Zeitra¨ume appliziert. Die durchschnittlichen EAG-
Stro¨me, die in den Zellen gemessen wurden, sind u¨ber der Zeitdauer der Retinatbe-
handlung in Abbildung 5.7 C aufgetragen. Nach 4 Stunden erkennt man den ersten
deutlichen Retinateffekt, und nach einem Zeitraum von 24 Stunden war der EAG-Strom
nahezu vollsta¨ndig reduziert. Die Messwerte wurden mit Hilfe einer Exponentialfunktion
mit einer Zeitkonstante (Gleichung 3.1) gefittet.
Aus dieser Kurve kann man den Zeitwert abscha¨tzen, nach dem der EAG-Strom unter
13-cis-Retinatzugabe in einer Konzentration von 1 µM auf ca. 50% reduziert worden ist.
Dieser Wert liegt ungefa¨hr bei 5 Stunden.
Der verzo¨gerte Gleichrichterstrom zeigt eine schwa¨chere Antwort auf die Retinatbehand-
lung (Meyer und Heinemann 1998). Es ist in Abbildung 5.7 B ersichtlich, dass eine 13-
cis-Retinatbehandlung der Zellen u¨ber 24 oder 48 Stunden keine eindeutige Vera¨nderung
am verzo¨gerten Gleichrichterstrom zur Folge hatte.
Wie bereits beschrieben, ist der EAG-Strom unter Zugabe von 1 µM 13-cis-Retinat in
den SH-SY5Y Zellen nach circa 5 Stunden auf die Ha¨lfte reduziert worden. Diese Zeit-
dauer la¨sst vermuten, dass Retinat keinen direkten Einfluss auf den EAG-Kanal hat,
sondern wahrscheinlich seine Wirkung an den EAG-Kana¨len u¨ber indirekte Mechanis-
men wie zum Beispiel u¨ber die Transkription entfaltet. Um jedoch sicher eine direkte
Vera¨nderung durch Retinat an EAG-Kana¨len auszuschließen, wurde diese Substanz akut
wa¨hrend elektrophysiologischer Messungen von SH-SY5Y Zellen appliziert. Es konn-
te keine Vera¨nderung des EAG-Stromes festgestellt werden. In Zellen, die anstelle des
EAG-Stromes verzo¨gerten Gleichrichterstrom besaßen, hatte die akute Zugabe ebenfalls
keinen Einfluss auf die Stromho¨he (Abbildung 5.8).
Wie schon weiter oben dargestellt ist, vera¨ndern sich spannungsgesteuerte Kaliumkana¨le
durch Inkubation mit 13-cis-Retinat. Eine Vera¨nderung von Kaliumkana¨len kann eine
Erho¨hung oder Herabsenkung des Ruhemembranpotentials zur Folge haben. Aus diesem
Grund wurden die Ruhemembranpotentiale von Zellen der SH-SY5Y Linie untersucht,
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Abbildung 5.7: Absenkung des EAG-Stroms in SH-SY5Y und SK-N-FI Zellen unter
Retinatzugabe (1µM)
Die Kaliumstro¨me wurden mit dem Pulsprotokoll aus Abbildung 5.2 aufgenommen. Der
Effekt von Retinat auf den mittleren EAG-Strom (IEAG) nach 24 bzw. 48 Stunden ist in
A dargestellt.
B zeigt die Vera¨nderung des verzo¨gerten Gleichrichters (IV G) unter Retinat.
In C ist der mittlere EAG-Strom von 5 Experimenten mit 13-cis-Retinat, das u¨ber ver-
schiedene Zeitra¨ume (1h, 4h, 24h, 48h) appliziert wurde, dargestellt. Die einzelnen Werte
wurden mittels der Gleichung 3.1 verbunden. Der Wert der Zeitdauer der Retinatbehand-
lung, bei der der EAG-Strom auf 50% reduziert wird, liegt bei ca. 5 Stunden und ist durch
die gestrichelten Linien eingezeichnet.
In D wird die Wirkung von all-trans- und 13-cis-Retinat auf den EAG-Strom verglichen.
Kon: keine Inkubation, 13-cis: 13-cis-Retinat, trans: all-trans-Retinat. SEM wurde als Feh-
lerbalken angegeben. * p<0,05,** p<0,01, *** p<0,001
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Abbildung 5.8: Akute Applikation von Retinat
Die akute Zugabe von 1 µM 13-cis-Retinat zu SH-SY5Y Zellen hat keinen Einfluss auf
die spannungsgesteuerten Kaliumkana¨le. Diese Stromkurven wurden mittels des Pulspro-
tokolls aus Abbildung 5.2 aufgenommen. Es werden jedoch nur die Stromkurven bei einem
Vorpuls auf -60 mV dargestellt. In A sind die Stromkurven von SH-SY5Y Zellen darge-
stellt, die nur EAG-Strom besitzen ,und in B werden die Stromkurven von Zellen gezeigt,
die nur verzo¨gerten Gleichrichterstrom hatten. In beiden Abbildungen ist der ERG-Strom
nach der Depolarisationsphase als einwa¨rtsgerichteter Kaliumstrom zu erkennen. Die ab-
gebildeten Stromkurven unter akuter Retinatapplikation (rot) wurden 5 Minuten nach
Austausch der kompletten Badlo¨sung aufgenommen. Die schwarze Kurve wurde vor dem
Austausch der Badlo¨sung aufgenommen.
die mit bzw. ohne 13-cis-Retinat kultiviert worden sind. Hier konnte man eine geringe,
aber signifikante (p=0,044; n>30) Erniedrigung des Membranpotentials von -39±1,1 mV
auf -42,3±1,2 mV feststellen. Die Verteilung der Zellen hinsichtlich ihres Membranpo-
tentials ist in Abbildung 5.9 ersichtlich.
Abbildung 5.9: Verringerung des Ruhemembranpotentials in SH-SY5Y Zellen unter
48-stu¨ndiger 13-cis-Retinatinkubation (1µM).
Dargestellt ist eine Ha¨ufigkeitsverteilung der Membranpotentiale von SH-SY5Y Zellen oh-
ne (A) und mit (B) Retinatzugabe u¨ber 48 Stunden. Außerdem sind die Mittelwerte der
Membranpotentiale angegeben (ØVmem), die sich mit einer Signifikanz von p<0,05 von-
einander unterschieden. Der Fehler hinsichtlich des Mittelwertes der Membranpotentiale
ist als SEM angegeben.
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Weiterhin war von Interesse, ob Retinat auch auf spannungsgesteuerte Natriumkana¨le
einen Einfluss hat. Fu¨r diesen Versuch wurden ebenfalls Zellen der SH-SY5Y Zelllinie
verwendet, die mit bzw. ohne Retinat kultiviert worden sind. Nach einer 48-stu¨ndigen Re-
tinatzugabe erho¨hte sich die Natriumstromdichte um Faktor 1.35 von 53,5±11,4 pA/pF
auf 72,4±8,73 pA/pF (p=0,065, n=19).
Zusammenfassend kann man erkennen, dass durch Retinat nach 24 bzw. 48 Stunden in
Neuroblastomzellen der EAG-Strom fast vollsta¨ndig verschwindet, wobei 13-cis-Retinat
und all-trans-Retinat eine a¨hnliche Wirkung aufweisen. Die Zeitdauer von 5 Stunden,
bis 50% des EAG-Stromes reduziert sind, und der fehlende Effekt bei direkter Retina-
tapplikation auf den EAG-Strom lassen vermuten, dass Retinat u¨ber einen indirekten
Mechanismus den EAG-Kanal beeinflusst. Dabei ko¨nnte es sich um die Regulation der
Transkription des EAG-Kanals handeln. Um diese Mo¨glichkeit na¨her zu untersuchen,
wurden stabile Zellklone der SH-SY5Y Zelllinie hergestellt, die mit einem Exprimie-
rungsplasmid fu¨r EAG transfiziert wurden.
5.3 Retinateffekt auf stabile mit hEAG1 transfizierte
Zellklone der Zelllinie SH-SY5Y
Aus den Zellen der SH-SY5Y Zelllinie mit dem zusa¨tzlich eingebrachten, nicht regulier-
baren EAG-Vektor wurden einzelne Zellen ausgewa¨hlt und zu Einzelzellklonen mittels
des Antibiotikums G418 selektiert, die mit verschiedenen Buchstaben bezeichnet sind.
Um zu pru¨fen, ob diese Zellklone auch tatsa¨chlich mehr EAG-Strom als die Wildtypzel-
len besitzen, wurde zuna¨chst die Ho¨he des EAG-Stromes (bezogen auf die Zellkapazita¨t)
bestimmt, und man konnte feststellen, dass die mittlere Dichte des EAG-Stroms in den
Zellklonen deutlich ho¨her war, als bei der nichttransfizierten Kontrolle. Beim Klon B,
D und F hatten alle gemessenen Zellen EAG-Strom, und beim Klon D und F war kein
verzo¨gerter Gleichrichterstrom vorhanden (Abbildung 5.10 A). A¨hnlich verhielt sich die
Ho¨he der einzelnen Stromdichten, die in Abbildung 5.10 B abgebildet ist. 3 von 4 Zell-
klonen hatten deutlich mehr EAG-Strom (Tabelle 5.3 und Abbildung 5.10).
Um der Frage weiter nachzugehen, ob der Einfluss von Retinat auf EAG durch Tran-
skriptionsregulation erfolgt, war es von Interesse, zu u¨berpru¨fen, ob durch Retinat der
EAG-Strom in den Zellklonen mit dem konstitutiven Promotor (CMV-Promotor) fu¨r
EAG abgeschwa¨cht werden kann. Es wurden Zellklone und Kontrollen mit 1 µM Reti-
nat u¨ber 48 Stunden behandelt und anschließend der EAG-Strom gemessen.
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Kontrolle 32,8±7,83 pA/pF
Klon A 43,1±8,05 pA/pF
Klon B 75,5±13,2 pA/pF
Klon D 68,5±14,4 pA/pF
Klon F 143±22,1 pA/pF
Tabelle 5.3: EAG-Stromdichten der mit hEAG1 transfizierten Klone und der Kontrolle
(SH-SY5Y)
Die einzelnen Messwerte sind in Abbildung 5.10 graphisch dargestellt. Die Bestimmung
der Stro¨me erfolgte mittels des Pulsprokolls aus Abbildung 5.1.
Abbildung 5.10: Zellklone, die mit hEAG1 transfiziert wurden, besitzen mehr EAG-
Strom und weniger verzo¨gerten Gleichrichterstrom als die Kontrolle.
In A ist der Anteil der Zellen mit EAG-Strom oder verzo¨gertem Gleichrichterstrom dar-
gestellt. In B erkennt man die Stromdichten der einzelnen Zellklone im Vergleich zur
Kontrolle. * p<0,05; ** p<0,01; ***p < 0,005
Als Kontrollen wurden nichttransfizierte Wildtypzellen und ein stabiler Zellklon verwen-
det, der mit einem Vektor transfiziert ist, der das enhanced green fluorescence protein
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(EGFP) kodiert. Des Weiteren wurde zusa¨tzlich zu den mit hEAG1 transfizierten Ein-
zelzellklonen (A,B,F) ein Mischklon (MK) gemessen, der aus mit hEAG1 transfizierten
und nicht transfizierten Zellen bestand.
Die Ho¨he der EAG-Stromdichten zeigten eine große Variabilita¨t, wenn die Zellen ohne
Retinat kultiviert worden sind. Allerdings wird, wie bereits in Abbildung 5.10 A darge-
stellt, deutlich, dass die mit hEAG1 transfizierten Zellklone gro¨ßere EAG-Stromdichten
haben als die Wildtypkontrolle. Interessanterweise besitzt jedoch ebenfalls die Zelllinie,
die mit dem Kontrollvektor EGFP transfiziert worden ist, eine deutlich ho¨here EAG-
Stromdichte als die Wildtypzellen. Dies verdeutlicht die Variabilita¨t des EAG-Stroms
in Neuroblastomzellen. Dass die Zellklone A, B, F und der Mischklon tatsa¨chlich mit
hEAG1 transfiziert sind, wird in Abbildung 5.11 B erkennbar, die das Verha¨ltnis der
Zellen mit EAG-Strom zur Gesamtzahl der gemessenen Zellen darstellt. Der Anteil der
EAG-positiven Zellen liegt fu¨r beide Kontrollen (Wildtyp und EGFP-Klon) zwischen 60
und 70% wa¨hrend mindestens 90% der mit hEAG1 transfizierten Zellen den fu¨r EAG
typischen Cole-Moore Effekt zeigen.
Wie bereits beschrieben, fu¨hrt eine Behandlung mit Retinat u¨ber einen Zeitraum von 48
Stunden bei SH-SY5Y Zellen zu einem nahezu vollsta¨ndigen Verlust des EAG-Stromes
(Abbildung 5.7 A ). Es gelang, dieses Ergebnis erneut zu besta¨tigen, da sowohl in den
Wildtypkontrollen als auch in den mit EGFP transfizierten stabilen Kontrollklonen die
EAG-Stromdichte unter Retinatzugabe deutlich abgesunken war (Abbildung 5.11 A).
A¨hnlich ist auch der Anteil der EAG-positiven Zellen (Abbildung 5.11 B) auf unter 5%
gesunken.
Anders verhielten sich die mit dem zusa¨tzlichen EAG-Gen transfizierten Zellklone. Zwar
fu¨hrte eine Behandlung dieser Zellen mit Retinat ebenfalls zu einer deutlichen Abnah-
me der EAG-Stromdichte, allerdings konnte dieser Strom nicht vollsta¨ndig ausgeschaltet
werden, sondern wurde nur auf ca. 40% des Ausgangswertes reduziert. Ebenfalls ver-
ringerte sich der Anteil der EAG-positiven Zellen auf ungefa¨hr die Ha¨lfte (Abbildung
5.11).
Weiterhin ist in den Figuren 5.11 D und E zu erkennen, dass sowohl die Ho¨he des ver-
zo¨gerten Gleichrichterstromes (bezogen auf die Zellkapazita¨t) als auch die Anzahl der
Zellen mit verzo¨gertem Gleichrichterstrom bei den mit hEAG1 transfizierten Zellen deut-
lich niedriger ist als bei den beiden Kontrollen. Im Gegensatz zum EAG-Strom ließ sich
dieser Strom durch Retinat nicht beeinflussen.
Zusammenfassend erkennt man, dass bei den mit hEAG1 transfizierten stabilen Zellklo-
nen nur ein Teil des EAG-Stromes durch Retinatinkubation reduziert werden konnte.
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Bei diesem Teil handelt es sich um den endogenen EAG-Strom, der durch Retinat re-
gulierbar war, wa¨hrend der zusa¨tzlich durch Transfektion eingebrachte EAG-Strom von
Retinat nicht beeinflusst werden konnte.
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Abbildung 5.11: EAG-Stro¨me in mit hEAG1 transfizierten SH-SY5Y Zellen ko¨nnen
nicht durch Retinat vollsta¨ndig herunterreguliert werden.
Die mit hEAG1 transfizierten stabilen Zellklone, die mit EGFP transfizierte Kontrolle
und die Wildtypzellen wurden in 1 µM 13-cis-Retinat fu¨r 48 Stunden inkubiert. Es wird
die Ho¨he der mittleren EAG-Stromdichte (A) und des verzo¨gerten Gleichrichters (D)
in behandelten und unbehandelten Zellen gezeigt. Der Anteil der EAG-positiven Zellen
und der Zellen mit verzo¨gertem Gleichrichter ist in B und E zu sehen. Im Diagramm C
und F erkennt man die relative Vera¨nderung des verzo¨gerten Gleichrichterstromes und
des EAG-Stromes in den mit hEAG1 transfizierten Zellen (schwarz) und in den beiden
Kontrollen (rot). Der EAG-Strom verringert sich um ca. Faktor 3 in den mit hEAG1
transfizierten Zellklonen und um ca. Faktor 20 in den Kontrollen. Im Gegensatz zum
verzo¨gerten Gleichrichter, wo sowohl Zellklone (schwarz) als auch Kontrollen (rot) nach
oben und unten abweichen. Das Pulsprotokoll ist in Abbildung 5.1 dargestellt.
SEM als Fehlerbalken. A,B,F: Einzelzellklone; MK: Mischzellklon; WT: Wildtyp; EGFP:
EGFP-Kontrollklon, Legende fu¨r A,B,D und E in A abgebildet, Legende fu¨r C und F in
F dargestellt
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Daraus la¨sst sich schließen, dass die Transkriptionskontrolle wichtig fu¨r die Regulation
von EAG durch Retinat ist. Um diese Ergebnisse besser zu verdeutlichen, wurde der
mRNA Gehalt von EAG nach Zugabe von Retinat in SH-SY5Y Zellen untersucht. Diese
Arbeiten wurden von Dr. Kristina Scho¨nherr (MZB, Prof. Heinemann, Jena, Deutsch-
land) durchgefu¨hrt. Mittels Realtime-PCR (Tajima et al. (2006)) konnten sehr gut DNA-
Fragmente von EAG1 amplifiziert werden. Es wurde die relative Vera¨nderung der mRNA
von EAG1 in SH-SY5Y Zellen nach Applikation von 1 µM 13-cis-Retinat fu¨r 24 oder
72 Stunden bestimmt. Die mRNA in behandelten Zellen wurde um Faktor 2,2 nach 24
Stunden und um Faktor 4 nach 72 Stunden Wachstum in Retinat reduziert im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle. Diese Reduktion der mRNA fu¨r EAG1 ist ebenfalls ein
deutlicher Hinweis auf eine transkriptionelle Regulation von EAG durch Retinat.
Um die Zellklone na¨her zu charakterisieren, wurde die Proliferation der mit EAG transfi-
zierten stabilen Zellklone untersucht. Es war von Bedeutung, herauszufinden, ob sich die
Teilungsrate dieser Zellklone von den Wildtypzellen unterscheidet, da EAG ein potenti-
elles Onkogen darstellt (Pardo et al. 1999). Ausgehend von den stabilen Zellklonen, die
EAG u¨berexprimieren, wurde untersucht, ob die Herunterregulation von EAG relevant
fu¨r einen Einfluss von Retinat auf die Proliferation ist. Die Proliferationsrate konnte
durch einen Zellza¨hler und mittels BrdU -Umsatzrate, die die DNA-Synthese als direk-
ten Ausdruck der proliferativen Aktivita¨t misst, bestimmt werden. Diese Experimente
wurden von Dr. Kristina Scho¨nherr durchgefu¨hrt (Tajima et al. (2006)), und es konnten
folgende Ergebnisse festgestellt werden.
Die Ursprungszelllinie und verschiedene stabil transfizierte EAG-Zellklone wurden in
Anwesenheit von 1 µM 13-cis-Retinat fu¨r 48 bzw. 72 Stunden kultiviert. Wie in Abbil-
dung 5.12 A zu erkennen ist, erreichte die Kontrolle nur ca. 60% der Zelldichte bezogen
auf den Zellklon D, der die ho¨chste Zelldichte hatte. Einen a¨hnlich niedrigen Wert findet
man beim Zellklon B. Allerdings erreichten vier unabha¨ngige Zellklone mindestens u¨ber
80% und der Mittelwert aller Zellklone lag mit ca. 85% deutlich u¨ber dem der Kon-
trolle. Außerdem konnte in Abbildung 5.11 A gezeigt werden, dass ein großer Teil des
EAG-Stromes im Zellklon B durch Retinat reduziert werden konnte.
A¨hnliche Ergebnisse konnten mittels des BrdU-Assays festgestellt werden. In diesem
Experiment wurde der mit EGFP transfizierte Zellklon als Kontrolle benutzt. Unter
72-stu¨ndiger Retinatzugabe konnte man eine deutliche Reduktion der Proliferationsrate
der Kontrolle auf ca. 66% feststellen, wa¨hrend die Zellklone im Mittelwert sogar eine
Erho¨hung der DNA-Synthese auf durchschnittlich ca. 110% zeigten und damit schneller
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proliferierten. Klon B zeigt im Gegensatz zu Klon D und F keine Zunahme oder Abnahme
der Proliferationsrate.
Abbildung 5.12: Einfluss von 1 µM 13-cis-Retinat auf die Proliferation von SH-SY5Y
Zellen und von mit EAG transfizierten stabilen Zellklonen
In A ist die relative Anzahl der Zellen dargestellt, die fu¨r 24 Stunden in 1 µM 13-cis-
Retinat kultiviert wurden, verglichen mit nicht behandelten Zellen. A, B, D, E, und F
sind unabha¨ngige stabile mit EAG transfizierte Zellklone. Diese Daten wurden aus zwei
unabha¨ngigen Experimenten ermittelt.
B zeigt die relative BrdU -Umsatzrate der angegebenen Zellklone, die fu¨r 72 Stunden
mit 1 µM 13-cis-Retinat inkubiert wurden, verglichen mit nicht behandelten Zellen. Diese
Daten stammen aus 4 unabha¨ngigen Experimenten. SEM als Fehlerbalken. Diese Abbil-
dung wurde freundlicherweise von Dr.Kristina Scho¨nherr (MZB, Prof. Heinemann, Jena,
Deutschland) zur Verfu¨gung gestellt.
Um die Zellklone na¨her zu charakterisieren, wurde die Ho¨he der Ruhemembranpotentiale
der Zellklone im Vergleich zur Wildtypkontrolle untersucht. Wie bereits dargestellt, hat
die zusa¨tzliche Transfektion von EAG eine Vera¨nderung der Kaliumstro¨me zur Folge,
die wiederum das Ruhemembranpotential der Zellen beeinflussen ko¨nnen. Außerdem be-
sitzen Tumorzellen im Vergleich zum gesunden Gewebe ha¨ufig ein niedrigeres Membran-
potential (Binggeli und Cameron 1980) und da postuliert wird, dass EAG ein Onkogen
(Pardo et al. 1999) darstellt, ko¨nnte man eine Vera¨nderung des Membranpotentials ver-
muten. Allerdings tendiert ein vermehrtes Vorkommen von Kaliumkana¨len dazu, dass
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sich das Ruhemembranpotential von Zellen erniedrigt. Hier kann gezeigt werden, dass
mit hEAG1 transfizierten Zellen ein positiveres Membranpotential hatten, als die Wild-
typkontrolle (Abbildung 5.13). Bei der Kontrolle lag das mittlere Membranpotential bei
-42,3±1,25 mV, wa¨hrend die Klone B und F im Vergleich zur Kontrolle ein Ruhepotential
von -39,6±1,36 mV (p=0,12) bzw. -37,7±1,11 mV (p=0,006) aufwiesen.
Abbildung 5.13: Mit hEAG1 transfizierte Zellklone besitzen ein positiveres Membran-
potential.
Dargestellt ist eine Ha¨ufigkeitsverteilung der Ruhemembranpotentiale (Vmem) von SH-
SY5Y Zellen. Außerdem sind die mittleren Ruhemembranpotentiale (ØVmem) mit SEM
als Fehler angegeben. Fu¨r alle Abbildungen ist n > 25.
5.4 Retinate und ihre Wirkung auf die
Zelldifferenzierung
Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass Zellklone mit dem konstitutiven
Promotor fu¨r EAG schneller als die Wildtypzellen proliferierten, so dass sich die Frage
ero¨ffnete, ob Retinat einen a¨hnlichen Effekt in den Zellklonen auf die Zelldifferenzierung
hat. Da durch Retinat der EAG-Strom verloren geht und eine Zelldifferenzierung einge-
leitet werden kann, war von Interesse, ob der EAG-Verlust eine Nebenerscheinung der
Differenzierung ist, oder ob dieser Strom die Differenzierung kontrollieren kann. Man
kann vermuten, dass aufgrund der zusa¨tzlich exprimierten EAG-Kana¨le sich das onko-
gene Potential der Zellen erho¨hen wu¨rde und diese somit unter Retinat eine geringere
Differenzierung zeigen. Die Zelldifferenzierung konnte mit den folgenden Methoden er-
fasst werden:
Man kann u¨ber morphologische Vera¨nderungen der Zellen, daher durch Messung der
Neuriten- bzw. Dendritenla¨ngen und u¨ber die Vera¨nderung der Natriumstro¨me Aussa-
gen u¨ber die Zelldifferenzierung treffen (Toselli et al. 1996, Lopez-Carballo et al. 2002).
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Abbildung 5.14 zeigt Bilder von SH-SY5Y Wildtypzellen nach 72 Stunden Kultivierung
mit bzw. ohne Zusatz von 1 µM 13-cis-Retinat fu¨r 48 Stunden. Deutlich ist zu erkennen,
dass die nicht behandelten Zellen ku¨rzere Zellfortsa¨tze besitzen, wa¨hrend bei den mit
Retinat behandelten Zellen die Neuriten- und Dendritenla¨ngen deutlich zugenommen
haben. Der gleiche Befund la¨sst sich auch bei den mit EAG transfizierten Zellklonen
finden. In Abbildung 5.15 und Abbildung 5.16 sind Bilder vom Einzelzellklon A und von
einem Mischzellklon jeweils mit und ohne Retinatbehandlung dargestellt.
Abbildung 5.14: Morphologische Differenzierung der Wildtypzellen SH-SY5Y nach 48-
stu¨ndiger Retinatzugabe.
A zeigt Zellen ohne Retinat und B Zellen, die fu¨r 48 Stunden mit 1µM 13-cis-Retinat
inkubiert wurden. Die Kultivierungsdauer betrug insgesamt 3 Tage.
Um diesen Effekt von Retinat auf die Zelldifferenzierung besser zu verstehen und ob-
jektiv zu erfassen, wurde die La¨nge der Zellfortsa¨tze als Hinweis auf die Differenzie-
rung bestimmt. Dabei wurden die Fortsa¨tze einzelner fotografierter Zellen ausgemessen
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Abbildung 5.15: Morphologische Differenzierung des mit hEAG1 transfizierten Einzel-
zellklons A nach 48-stu¨ndiger Retinatzugabe.
A zeigt Zellen ohne Retinat und B Zellen, die fu¨r 48 Stunden mit 1µM 13-cis-Retinat
inkubiert wurden. Die Kultivierungsdauer betrug insgesamt 3 Tage.
und anschließend die Mittelwerte berechnet. In Abbildung 5.17 A und B sieht man die
Vera¨nderung der mittleren Dendriten- und Neuritenla¨ngen der mit EAG transfizierten
Zellklone A, B und des Mischklons. Als Kontrolle wurden die Wildtypzellen der SH-
SY5Y Zelllinie verwendet. Interessanterweise variieren die La¨ngen der Zellfortsa¨tze der
Kontrolle und der einzelnen Zellklone sehr stark, was man einer natu¨rlichen Breite der
Dendriten- und Neuritenla¨ngen zuschreiben kann, da sich die Zellen in unterschiedlichen
Zellzyklusphasen befinden.
Der Effekt von Retinat auf die La¨nge der Zellfortsa¨tze ist jedoch bei allen Zellen gleich.
Sowohl bei den mit EAG transfizierten Zellen, als auch bei der Kontrolle ist nach einer
Retinatzugabe eine deutliche Verla¨ngerung der Zellfortsa¨tze zu erkennen, so dass eine
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Abbildung 5.16: Morphologische Differenzierung des mit EAG transfizierten Misch-
zellklons nach 48-stu¨ndiger Retinatzugabe.
A zeigt Zellen ohne Retinat und B Zellen, die fu¨r 48 Stunden mit 1µM 13-cis-Retinat
inkubiert wurden. Die Kultivierungsdauer betrug insgesamt 3 Tage.
relative La¨ngenzunahme der Zellfortsa¨tze zwischen Faktor 1,6 und 2,0 erreicht wurde
(Abbildung 5.17 B). Man kann also keinen Unterschied zwischen den Wildtypzellen und
den mit EAG transfizierten Zellklonen feststellen. Um noch pra¨ziser den Effekt auf die
Zelldifferenzierung von Retinat zu quantifizieren, wurde der Natriumstrom gemessen.
Je differenzierter Neuroblastomzellen sind, desto mehr Fortsa¨tze besitzen diese, in denen
sich Natriumkana¨le befinden, so dass man eine Erho¨hung des Natriumstroms bei zuneh-
mender Differenzierung erwarten mu¨sste (Toselli et al. 1996). Die Vermutung konnte
besta¨tigt werden, da sowohl in der Kontrolle als auch in den mit EAG transfizierten
Zellen die Natriumstromdichte eine Erho¨hung um Faktor 1.5 bis 2 zeigte (Abbildung
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ZFS -RA (µm) ZFS +RA (µm) INa -RA (pA/pF) INa +RA (pA/pF)
Kon 167,1±9,9 261,4±16,2 (p<0,001) 53,5±11,4 72,4±8,73 (p=0,06)
A 226,8±15,4 445,0±19,7 (p<0,001) 31,7±3,8 61,3±7,1 (p=0,001)
B 268,0±31,9 367,2±25,4 (p=0,01) 55,2±5,4 82,4±9,6 (p=0,01)
MK 69,8±4,7 137,0±9,7 (p<0,001) 55,1±8,3 83,3±15,8 (p=0,12)
Tabelle 5.4: Zunehmende Zellfortsa¨tze und Natriumstro¨me in SH-SY5Y Zellen unter
13-cis-Retinatinkubation (1µM)
Die einzelnen Messwerte sind in Abbildung 5.17 graphisch dargestellt. Diese wurden mit-
tels des Pulsprotokolles aus Abbildung 5.3 ermittelt.
-RA: ohne Retinat, +RA: 13-cis-Retinatinkubation fu¨r 48 h, ZFS: Zellfortsa¨tze, INa Na-
triumstrom, A,B: Einzelzellklone, MK: Mischzellklon, Kon: Wildtypkontrolle
5.17 C). Beispielstromkurven und das dazugeho¨rige Pulsprotokoll fu¨r die Aufnahme von
Natriumstro¨men ist in Abbildung 5.3 abgebildet.
A¨hnlich wie die La¨ngen der Zellfortsa¨tze schwanken die Natriumstro¨me sehr stark zwi-
schen den einzelnen Zellklonen und der Kontrolle. Dies ist ebenfalls einer natu¨rlichen
Variation zu zuschreiben, da die Zellen jeweils in unterschiedlichen Zellzyklusphasen wa-
ren und unterschiedlich lange Neuriten und Dendriten besaßen. Auffallend ist auch die
geringere Zunahme des Natriumstroms unter Retinatbehandlung bei Zellen, die relativ
hohe Natriumstro¨me besaßen wie die Kontrolle oder der Mischklon, da sich diese Zellen
zum Zeitpunkt der Retinatzugabe ho¨chst wahrscheinlich schon in einem weiter differen-
zierten Stadium als Klon A und B befanden. Somit ist der Differenzierungseffekt von
Retinat nicht mehr so stark gewesen.
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Abbildung 5.17: Zunahme der Zellfortsatzla¨ngen und der Natriumstro¨me unter Reti-
natbehandlung bei den mit hEAG1 transfizierten Zellklonen und bei
der Wildtypkontrolle
In A erkennt man die Erho¨hung der La¨nge der Fortsa¨tze der Zellen unter 48-stu¨ndiger
Retinatbehandlung im Vergleich zur Kontrolle ohne Retinatzugabe. Die relative Vera¨n-
derung der Dendriten- und Neuritenla¨ngen ist in B dargestellt. Eine Unterscheidung der
Neuriten von den Dendriten war mit dieser Methode nicht mo¨glich. Die Natriumstro¨me der
Zellklone und der Kontrolle sind in C abgebildet und wurden mit Hilfe des Pulsprotokolls
aus Abbildung 5.3 aufgenommen. ** p <0,01; ***p<0,001
Abschließend erkennt man, dass die mit hEAG1 transfizierten Klone sich hinsichtlich
der Dendriten- und Neuriteninduktion unter Retinatinkubation gleich den Wildtypzellen
verhalten, was bedeutet, dass EAG die Proliferation beeinflusst, aber dieser Strom auf
die Differenzierung nur einen geringen Effekt zeigt. Daraus la¨sst sich schließen, dass
undifferenzierte Zellen ohne Fortsa¨tze genauso viel EAG-Strom besitzen mu¨ssten, wie
differenzierte Zellen. Einen ersten Hinweis hatte schon das Experiment aus Abbildung
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5.6 gegeben, da EAG nach 5 Tagen Zellenwachstum und Differenzierung nicht deutlich
abgenommen hatte.
Um diese Vermutung na¨her zu untersuchen, wurden SH-SY5Y Zellen in DMEM Medi-
um anstelle von Zugabe des fetalen Ka¨lberserums mit einem Zusatz eines durch einen
speziellen Aktivkohlefilter gereinigten Serums kultiviert. Dieser Aktivkohlefilter besitzt
eine sehr große Oberfla¨chenstruktur, an der sich Proteine oder Glykoside ablagern. Da-
durch ko¨nnen Wachstumsfaktoren, die wichtig fu¨r die Zelldifferenzierung sind, nahezu
vollsta¨ndig aus dem Serum entfernt werden. Zellen, die im Aktivkohle-gereinigten Me-
dium angewachsen sind, befinden sich also in einem undifferenzierten Ausgangszustand.
In Abbildung 5.18 A auf dem linken Bild ist eine Zelle in diesem Zustand skizziert. Wei-
ter rechts erkennt man Zellen in weiter differenzierten Zellstadien (mittleres und rechtes
Bild), wie sie sich zum Beispiel unter Zugabe von Wachstumsfaktoren, die im fetalem
Ka¨lberserum enthalten sind, befinden ko¨nnen. In Abbildung 5.19 sind die Fotos von
SH-SY5Y Zellen dargestellt, die mit diesem speziell gereinigten Serum kultiviert worden
sind, im Vergleich zu SH-SY5Y Zellen, die unter Zusatz von fetalem Ka¨lberserum an-
gewachsen waren. Deutlich zu erkennen ist, dass die Zellen mit dem gereinigten Serum
geringerer differenziert sind und keine bzw. nur wenige Fortsa¨tze besitzen.
Diese Zellen wurden elektrophysiologisch untersucht, und man konnte verzo¨gerten Gleich-
richterstrom und EAG-Strom messen. Die Stromho¨hen (bezogen auf die Zellkapazita¨ten)
unterschieden sich dabei nicht wesentlich von den SH-SY5Y Zellen, die im normalen Ka¨l-
berserum kultiviert worden sind (Abbildung 5.18 B und C).
Man kann also vermuten, dass die Kaliumstro¨me nicht mit der Zelldifferenzierung korre-
lieren und die leichte Differenzierung der Zellen im normalen fetalen Ka¨lberserum keinen
Einfluss auf diese Stro¨me hatte. Dieser Befund korrespondiert mit dem vorhergehenden
Experiment, wo die Differenzierung der Zellklone unter Retinat untersucht worden ist.
Wie bereits erwa¨hnt, konnte in diesen Zellklonen, trotz des nicht ausschaltbaren EAG-
Stromes eine Zelldifferenzierung durch Retinat induziert werden.
Weiterhin ergab sich die Frage, ob Retinat in der Lage ist, die Zelldifferenzierung ein-
zuleiten, wenn keine externen Wachstumsfaktoren vorhanden sind. Unter Zugabe von
1 µM 13-cis-Retinat fu¨r 48 Stunden konnte eine Differenzierung von SH-SY5Y Zellen
erreicht werden, die unter Zusatz des speziell gereinigten Serum kultiviert worden sind
(Abbildung 5.19 B). Daraus la¨sst sich schließen, dass die durch Retinat induzierte Dif-
ferenzierung von anderen Wachstumsfaktoren relativ unabha¨ngig ist.
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Abbildung 5.18: EAG-Strom von SH-SY5Y Zellen in Na¨hrmedium mit einem Serum
ohne Wachstumsfaktoren
A zeigt die schematische Darstellung der einzelnen Differenzierungstadien von SH-SY5Y
Zellen. Ganz links ist die undifferenzierte Form ohne Fortsa¨tze als Modell dargestellt, wie
sie bei SH-SY5Y Zellen vorkam, die ohne externe Wachstumsfaktoren kultiviert wurden.
B zeigt die Reduktion des EAG-Stroms unter Retinatzugabe fu¨r 48 Stunden. Sowohl die
Stromdichte von EAG, als auch die Anzahl der EAG-positiven Zellen (C) nehmen unter
1 µM 13-cis-Retinat deutlich ab. * p<0,05.
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Abbildung 5.19: Differenzierung der SH-SY5Y Zellen im Wachstumsfaktor-freien Me-
dium
In A sind SH-SY5Y Zellen dargestellt, die 24 Stunden in DMEM Medium mit Zusatz von
Aktivkohle-gereinigtem Serum und in B mit Zusatz von FKS kultiviert worden sind. Die
Zellen mit Aktivkohle-gereinigtem Serum (C) und die Zellen mit FKS (D) wurden fu¨r 48
Stunden mit 1 µM 13-cis-Retinat inkubiert.
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5.5 Involvierung der PI3-Kinase in der Regulation von
EAG
Die Signalwege, die durch Retinat zu einer Vera¨nderung der Kaliumkana¨le fu¨hren, sind
noch nicht bekannt. Deswegen wurde der Frage nachgegangen, ob zwischen der Regula-
tion von EAG durch Retinat und der durch Retinat induzierten Zelldifferenzierung ein
Zusammenhang besteht. Die durch Retinat induzierte Ausdifferenzierung von SH-SY5Y
Zellen, gekennzeichnet durch ein vermehrtes Neuritenwachstum, ist von der PI3-Kinase
Aktivita¨t abha¨ngig (Lopez-Carballo et al. 2002). Außerdem konnte von Dr. Michael
Gru¨n (MZ, Jena, Prof. Wetzker, Deutschland) nach einer 5-ta¨gigen Stimulation mit
10 µM all-trans-Retinat in der RT-PCR ein deutliches Signal fu¨r mRNA der PI3-Kinase
γ detektiert werden, wa¨hrend ohne Retinatzugabe keine Bande zu erkennen war.
Aus diesem Grund wurde der Effekt des spezifischen PI3-Kinase Inhibitors LY 294002
auf die durch Retinat induzierte Reduktion von EAG-Stro¨men untersucht. Es stellte sich
die Frage, ob eventuell ein Zusammenhang zwischen EAG-Kana¨len, Retinaten und den
PI3-Kinasen bestehen ko¨nnte.
Abbildung 5.20 A zeigt die mittleren EAG-Stro¨me von SH-SY5Y Zellen, die mit 1 µM
13-cis-Retinat fu¨r 24 Stunden behandelt worden sind, mit und ohne Zugabe von 10 µM
LY 294002. Wie bereits zuvor beschrieben, fu¨hrt Retinat nahezu zu einem kompletten
Verlust des EAG-Stromes nach 24 Stunden. Wenn allerdings zusa¨tzlich zum Retinat die
Zellen mit LY 294002 inkubiert waren, war der Effekt von Retinat auf den EAG-Strom
deutlich geringer.
Die mittlere EAG-Stromdichte bei SH-SY5Y Zellen reduzierte sich unter 24-stu¨ndiger
Inkubation von 1 µM 13-cis-Retinat und zusa¨tzlicher Zugabe von 10 µM LY 294002 von
46,4±9,2 pA/pF auf 13,4±4,4 pA/pF im Gegensatz zur Kontrolle, die ohne Zugabe von
LY 294002 den EAG-Strom nahezu vollsta¨ndig verloren hat. Außerdem hatten Zellen,
die fu¨r 24 Stunden mit LY 294002 behandelt wurden, ungefa¨hr um Faktor zwei mehr
EAG-Strom, als die Kontrollzellen (Abbildung 5.20 A). Diese beschriebenen Ergebnisse
reflektieren sich auch im Anteil der EAG-positiven Zellen. LY 294002 erho¨hte den Anteil
der EAG-positiven Zellen von 60% auf 80% und reduzierte den Effekt von Retinat deut-
lich, da unter zusa¨tzlicher Zugabe von LY 294002 noch 41% der mit Retinat-behandelten
Zellen EAG-Strom hatten. Zellen, die nur mit Retinat behandelt wurden, besaßen nach
24 Stunden nur noch einen Anteil von 13% von Zellen mit EAG-Strom (Daten nicht
grafisch dargestellt).
68
Die Messung des mit hEAG1 transfizierten Zellklones B weist die gleiche Tendenz zur
Vera¨nderung des EAG-Stroms unter LY 294002 Applikation auf, jedoch fa¨llt die Strom-
erho¨hung durch LY 294002 geringer aus (Abbildung 5.20 A). Weiterhin ist in Abbildung
5.20 A die Melanomzelllinie IGR1 auf die Wirkung von LY 294002 untersucht worden.
Wie bereits beschrieben, hat diese Zelllinie keine Reduktion des EAG-Stromes unter
Retinatzugabe gezeigt (Abbildung 5.7). Ziel dieses Experimentes war es, festzustellen,
ob LY 294002 auf den EAG-Strom in Zellen, in denen dieser nicht durch Retinat be-
einflusst werden kann, eine Wirkung zeigen wu¨rde. Unter 24-stu¨ndiger Inkubation mit
10µM LY 294002 konnte man in IGR1 Zellen eine signifikante (p<0,02) Erho¨hung der
EAG-Stromdichte um den Faktor zwei feststellen. Allerdings hatten auch IGR1 Zellen,
die nur mit 13-cis-Retinat behandelt worden sind, mehr EAG-Strom, als die unbehan-
delten Kontrollen.
Der verzo¨gerte Gleichrichterstrom zeigt in SH-SY5Y Zellen keine eindeutige Tendenz zur
Vera¨nderung unter Retinat bzw. LY 294002 Zugabe (Abbildung 5.20 B). In den IGR1
Zellen konnte kein verzo¨gerter Gleichrichter elektrophysiologisch gemessen werden.
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Abbildung 5.20: Die Reduktion des EAG-Stroms in SH-SY5Y Zellen ist von der PI3-
Kinaseaktivita¨t abha¨ngig.
SH-SY5Y (Wildtypzellen und der mit hEAG1 stabil transfizierte Zellklon B) und IGR1
Zellen wurden mit 1 µM 13-cis-Retinat mit bzw. ohne Zusatz von 10 µM LY 294002 fu¨r
24 h kultiviert. In A und B sind der EAG-Strom und der verzo¨gerte Gleichrichterstrom
dargestellt, in C und D sind die relativen Vera¨nderungen der beiden Stro¨me zu erkennen.
Die Fehlerbalken sind als SEM angegeben. Die Stro¨me wurden mittels des Pulsprotokolls
aus Abbildung 5.2 aufgenommen. * p<0,05, *** p<0,001
Diese oben genannten Resultate weisen darauf hin, dass die PI3-Kinasen nicht nur eine
morphologische Vera¨nderung der Zellen bewirken ko¨nnen, sondern auch fu¨r die Regula-
tion von Kaliumstro¨men eine wichtige Rolle spielen. Aber vielleicht hat LY 294002 auch
einen direkten Effekt auf den EAG-Kanal, und die beschriebenen Wirkungen auf den
EAG-Strom werden nicht u¨ber eine Hemmung der PI3-Kinasen vermittelt. Um dies zu
untersuchen, wurde LY 294002 akut wa¨hrend einer Messung zu SH-SY5Y Zellen appli-
ziert und dabei die Ho¨he der spannungsgesteuerten Kaliumstro¨me bestimmt.
Hierfu¨r wurde das Pulsprotokoll aus Abbildung 5.2 verwendet, mit dem man EAG, ver-
zo¨gerten Gleichrichter und ERG elektrophysiologisch messen konnte. Insgesamt wurden
5 SH-SY5Y Zellen mit EAG, ERG bzw. verzo¨gertem Gleichrichter gemessen, und einige
repra¨sentative Stromkurven sind in Abbildung 5.21 A und B abgebildet. Interessanter-
weise konnte man einen direkten Effekt von LY 294002 an diesen spannungsgesteuerten
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Kaliumkana¨len feststellen. Die akute Applikation von LY 294002 wurde mit 1 µM durch-
gefu¨hrt, da bei 10 µM sofort alle EAG-Kana¨le blockiert wurden.
Abbildung 5.21 zeigt die Vera¨nderung der Kaliumstro¨me bei SH-SY5Y Zellen, denen
akut 1 µM LY 294002 wa¨hrend der Messung zugegeben worden ist. Dargestellt sind
aus dem Pulsprotokoll aus Abbildung 5.2 die Stromkurven mit einer Vordepolarisation
von -60 mV. Der EAG-Strom wurde durch die akute Applikation von 1 µM LY 294002
deutlich abgeschwa¨cht, wa¨hrend der verzo¨gerte Gleichrichterstrom und der ERG-Strom
nur einen geringen Verlust der Stromamplitude aufwiesen (Abbildung 5.21).
Weiterhin wurde der zeitliche Zusammenhang zwischen der Herabsetzung des EAG-
Stroms, des ERG-Stroms und des verzo¨gerten Gleichrichterstroms unter Zugabe von LY
294002 in einer Konzentration von 1 µM untersucht. In Abbildung 5.21 C erkennt man
die relative Vera¨nderung der drei Kaliumstro¨me nach Beginn der LY 294002 Zugabe.
Der verzo¨gerte Gleichrichterstrom und der ERG-Strom verringern sich auf ca. 80% des
Ausgangswerts nach einer Zeitdauer von 15 Minuten. Die Absenkung des EAG-Stromes
ist deutlicher. Dieser betra¨gt nach 15 Minuten nur noch 20% des Ausgangswertes. Ab
der 15. Minute wurde die Lo¨sung mit 1 µM LY 294002 wieder gegen die Standard-
Extrazellularlo¨sung ausgetauscht. Man konnte jedoch keine erneute Erho¨hung des EAG-
Stromes feststellen. Die Zeit, nach der 50% der EAG-Kana¨le unter Zugabe von 1 µM LY
294002 blockiert waren, konnte ungefa¨hr mit 5,5 Minuten ermittelt werden.
Die Beeinflussung der Kaliumstro¨me durch LY 294002 bei akuter Applikation ko¨nnte
man auf eine Anlagerung der Substanz an die Kana¨le aufgrund ihres ausgepra¨gten lipo-
hilen Charakters zuru¨ckfu¨hren (Abbildung 5.22). Aus diesem Grund wurden mit LY
294002 inkubierte Zellen vor den Messungen mehrfach mit der Badlo¨sung gespu¨lt, um
LY 294002 gru¨ndlich auszuwaschen.
Dass der PI3-Kinase Inhibitor LY 294002 nicht durch eine direkte Wirkung am EAG-
Kanal einen stromerho¨henden Effekt auf EAG hat, unterstreicht die Hypothese, dass
PI3-Kinasen an der Regulation von EAG beteiligt sein ko¨nnten. Um diese Vermutung
na¨her zu untersuchen, wurde ein weiterer Inhibitor der PI3-Kinasen appliziert. Dabei
handelte es sich um die Substanz AS 041164, die spezifisch die Isoform γ der PI3-Kinasen
blockiert.
Diese Substanz wurde in einer Konzentration von 10 µM fu¨r einen Zeitraum von 6
Stunden den SH-SY5Y Zellen hinzugegeben, und anschließend sind EAG und verzo¨ger-
ter Gleichrichter bestimmt worden. Man wa¨hlte den Zeitraum von 6 Stunden, da eine
Vera¨nderung des EAG-Stroms nach dieser kurzen Zeit am ehesten durch PI3-Kinasen
und nicht durch transkriptionelle Vorga¨nge beeinflusst wird. Durch dieses Experiment
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Abbildung 5.21: Blockade des EAG-Kanals mittels akuter Applikation von 1 µM LY
294002
Das Pulsprotokoll, mit denen die Stromkurven aufgenommen wurden, ist in 5.2 dargestellt,
jedoch sind nur die Stromkurven bei einem Vorpuls auf -60 mV abgebildet. A zeigt den
Effekt von LY 294002 auf Zellen mit EAG (100% EAG) und B auf Zellen mit verzo¨gertem
Gleichrichter (100% verzo¨gerter Gleichrichter). Die Stromkurven (rot) wurden ca. 5 bis
8 Minuten nach Austausch der Badlo¨sung aufgezeichnet. Die schwarze Kurve wurde vor
dem Austausch der Badlo¨sung aufgenommen. ERG-Strom ist nach der Depolarisation als
einwa¨rtsgerichteter Strom in beiden Abbildungen zu erkennen.
C Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der relativen Vera¨nderung von verzo¨gertem Gleich-
richter, ERG und EAG bei akuter Applikation von LY 294002. Die Applikation dieser
Substanz erfolgte nach einer Minute. Nach 15 Minuten wurde LY 294002 wieder ausgewa-
schen, indem die extrazellula¨re Lo¨sung durch die Standardlo¨sung ausgetauscht wurde. Die
Kurve wurde mittels der Gleichung 3.2 gefittet.
SEM als Fehlerbalken dargestellt. In C war die Anzahl der unabha¨ngigen Experimente
jeweils 3-5.
konnten die oben genannten Ergebnisse des Versuches mit LY 294002 bekra¨ftigt wer-
den. Unter Zugabe von AS 041164 erho¨hte sich der Anteil der Zellen mit EAG-Strom
von ca. 50% auf etwa 90%. Im Einklang mit diesem Ergebnis verhielt sich ebenfalls die
EAG-Stromdichte, die sich von 10,5±3,27 pA/pF auf 21,5±3,03 pA/pF (p=0,015) ver-
doppelte (Abbildung 5.23 C). Die Anzahl der Zellen mit verzo¨gertem Gleichrichterstrom
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Abbildung 5.22: Strukturformel von LY 294002
Der PI3-Kinase Inhibitor LY 294002 ist aus mehreren hydrophoben Ringsystemen aufge-
baut und besitzt damit einen ausgepra¨gten lipophilen Charakter.
blieb unbeeinflusst bei 100% (Abbildung 5.23 A), und dieser Strom verzeichnete auch
nur eine geringe Zunahme unter AS 041164 Inkubation (Abbildung 5.23 B).
Wie bereits bei der Substanz LY 294002 beschrieben, wurde AS 041164 akut zu SH-SY5Y
Zellen hinzugegeben, um einen eventuellen direkten Einfluss dieser Substanz auf Kalium-
kana¨le festzustellen. Wie in Abbildung 5.24 dargestellt, unterscheidet sich AS 041164 von
LY 294002 hinsichtlich einer akuten Wirkung auf Kaliumkana¨le, da AS 041164 keinen
direkten Effekt zeigt.
Zusammenfassend kann man erkennen, dass durch Inkubation u¨ber mehrere Stunden
der SH-SY5Y Zellen mit zwei unterschiedlichen Substanzen, die beide die PI3-Kinasen
hemmen, eine Erho¨hung des EAG-Stromes erreicht werden kann. Man kann vermuten,
dass diese Zunahme nicht auf einen akuten Effekt am Kanal zuru¨ckzufu¨hren ist, so dass
man davon ausgehen kann, dass diese Vera¨nderung des EAG-Stromes u¨ber die PI3-
Kinasen vermittelt wird.
Falls eine Blockade der PI3-Kinasen zu einem Anstieg des EAG-Stromes fu¨hren wu¨rde,
dann mu¨sste umgekehrt ein erho¨hte Expression dieser Enzyme den EAG-Strom reduzie-
ren. Diese U¨berlegung ist die Grundlage fu¨r das folgende Experiment, in dem SH-SY5Y
Zellen mit dem PI3-Kinase Gen transfiziert wurden, so dass diese Zellen die PI3-Kinasen
u¨berexprimieren.
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Abbildung 5.23: Erho¨hung des EAG-Stromes in SH-SY5Y Zellen nach 6-stu¨ndiger In-
kubation mit 10 µM AS 041164.
In A ist der Anteil der Zellen mit EAG-Strom bzw. verzo¨gertem Gleichrichterstrom dar-
gestellt. In B erkennt man den Einfluss von AS 041164 auf den verzo¨gerten Gleichrichter
(IV G) und in D auf den EAG-Strom (IEAG). Abbildung C zeigt die relativen Vera¨nderun-
gen der Stro¨me nach Inkubation mit 10 µM AS 041164. SEM als Fehlerbalken. Zeitdauer
der Inkubation mit AS 041164 betrug 6 Stunden. * p<0,05. Fu¨r alle Abbildungen gilt n>
20.
Es wurden zwei Varianten der PI3-Kinase γ ausgewa¨hlt: die natu¨rlich vorkommende Va-
riante und eine Form der PI3-Kinase γ, die mit einem CAAX-Anhang versehen war, der
sich aufgrund seiner starken Hydrophobie an die Zellmembran anlagerte. Durch diese
Membranbindung besitzt diese Form der PI3-Kinase γ hauptsa¨chlich eine Lipidkinase-
aktivita¨t. Der Lokalisationsort der natu¨rlichen PI3-Kinasen liegt vorwiegend im Zytosol,
und es ist bekannt, dass diese neben der Lipidkinaseaktivita¨t eine Proteinkinaseaktivita¨t
hat.
Es wurden zwei Formen der PI3-Kinase γ mit CAAX Anhang transfiziert: ein funkti-
onsfa¨higes PI3-Kinase γ Protein mit PI3-Kinase Aktivita¨t und eine K832R-Mutante, die
keine PI3-Kinase Aktivita¨t hatte.
SH-SY5Y Zellen, die mit der aktiven Form der PI3-Kinase γ transfiziert wurden, hatten
eine mittlere EAG-Stromdichte von 35,4±12,9 pA/pF, wa¨hrend der Mittelwert der EAG-
Stromdichte in den mit der inaktiven Form der PI3-Kinase γ transfizierten SH-SY5Y
Zellen 53±10,2 pA/pF betrug (P=0,027) (Abbildung 5.25 B). Ebenfalls war der Anteil
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Abbildung 5.24: Keine Vera¨nderung der Kaliumstro¨me bei akuter Applikation von 10
µM AS 041164
Diese Stromkurven wurden mittels des Pulsprotokolls aus Abbildung 5.2 aufgenommen.
Es werden jedoch nur die Stromkurven bei einem Vorpuls von -60 mV dargestellt. In A
sind SH-SY5Y Zellen mit EAG-Strom und in B mit verzo¨gertem Gleichrichterstrom dar-
gestellt. Die abgebildeten Stromkurven (rot) unter akuter AS 041164 Applikation wurden
5 Minuten nach Austausch der kompletten Badlo¨sung aufgenommen. Die schwarze Kurve
wurde vor dem Austausch der Badlo¨sung aufgenommen. Außerdem ist der ERG-Strom in
der Repolarisationsphase in beiden Abbildungen zu erkennen.
der EAG-positiven Zellen bei den mit der aktiven PI3-Kinase γ transfizierten Zellen
deutlich geringer als bei den mit der inaktiven Form der PI3-Kinase γ transfizierten
Zellen (Abbildung 5.25 A).
A¨hnliche Ergebnisse zeigten Zellen, die mit der natu¨rlichen PI3-Kinase γ transfiziert
wurden. Diese Zellen wurden mit zwei verschiedenen Kontrollen verglichen: mit nicht
transfizierten Wildtypzellen und mit CD8 transfizierten Zellen. Im Vergleich zur CD8-
-Kontrollgruppe halbierte sich der Anteil der EAG-positiven Zellen bei den mit PI3-
Kinase γ transfizierten Zellen von 100% auf 54,5%, und die EAG-Stromdichte zeigte
eine Reduktion von 75,3±17,3 pA/pF auf 23,2±8,2 (p=0,01) (Abbildung 5.25 A).
Beim Vergleich der mit natu¨rlicher PI3-Kinase γ transfizierten SH-SY5Y Zellen mit nicht
transfizierten Wildtypzellen als Kontrolle, konnte ebenfalls eine deutliche Abnahme der
Zellen mit EAG von 75% auf 50% beobachtet werden (Abbildung 5.25 A). A¨hnlich wie
der Anteil der EAG-postiven Zellen verhielt sich die EAG-Stromdichte. Die mittleren
EAG-Stromdichten betrugen 23,2±8,2 pA/pF bei den mit PI3-Kinase γ transfizierten
Zellen im Vergleich zu den Wildtypzellen, die im Mittel 57,1±15,9 pA/pF pA/pF EAG-
Strom besaßen (p=0,05) (Abbildung 5.25 B).
Der verzo¨gerte Gleichrichterstrom zeigte keine eindeutige Tendenz zur Vera¨nderung un-
ter der Transfektion mit PI3-Kinase (Abbildung 5.25 C und D).
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Mit diesem Experiment konnte man also die Vermutung, dass die PI3-Kinasen die EAG-
Stromdichte in SH-SY5Y Zellen beeinflussen ko¨nnen, besta¨tigen. Durch die Transfektion
mit dem PI3-Kinase Gen konnte eine deutliche Reduktion des EAG-Stromes bei allen
drei voneinander unabha¨ngigen Versuchen gezeigt werden.
Abbildung 5.25: Herunterregulation von EAG-Strom durch U¨berexpression der PI3-
Kinasen in SH-SY5Y Zellen
A Dargestellt ist der Anteil der EAG-positiven Zellen, und im Diagramm B ist die Ho¨he
der mittleren EAG-Stro¨me (bezogen auf die Zellkapazita¨t) zu erkennen. Der verzo¨gerte
Gleichrichterstrom ist in Abbildung C und D abgebildet.
Fehlerbalken als SEM. T: inaktive Form (nicht funktionsfa¨higes PI3-Kinase Protein);
Aktiv: funktionsfa¨higes PI3-Kinase Protein; WT: Wildtyp (nicht transfiziert); CD8: mit
CD8 transfiziert, PI3K: PI3-Kinase, normal: natu¨rliche PI3-Kinase ohne CAAX Anhang
* p<0,05, ** p<0,01
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6 Diskussion
6.1 Zusammenha¨nge zwischen EAG-Kana¨len,
Proteinkinasen und Retinaten
Es wird angenommen, dass Kaliumkana¨le fu¨r die Proliferation von Tumorzellen eine sehr
wichtige Rolle spielen (Wonderlin und Strobl 1996, Pardo et al. 1999, Kunzelmann 2005).
Insbesondere spannungsgesteuerte Kaliumkana¨le ko¨nnen die Zellproliferation beeinflus-
sen (O’Grady und Lee 2005, Pardo et al. 2005). Es wird postuliert, dass der zu den
spannungsgesteuerten Kaliumkana¨len geho¨rende EAG-Kanal, der in der Neuroblastom-
zelllinie SH-SY5Y vorkommt, eine wichtige Rolle bei der Tumorproliferation hat (Pardo
et al. 1999). Die SH-SY5Y Zelllinie ist eine Modellzelllinie fu¨r die Differenzierung von
Neuroblastomen, die zum Beispiel durch Retinat oder andere Signalwege eingeleitet wer-
den kann.
In SH-SY5Y Zellen konnte der EAG-Kanal elektrophysiologisch gemessen werden, und
zusa¨tzlich war es mo¨glich, in zwei weiteren Neuroblastomzelllinien (SK-N-FI und SK-N-
SH) diesen Strom nachzuweisen. Alle Zelllinien mit EAG besaßen ein den Nervenzellen
sehr a¨hnliches morphologisches Erscheinungsbild (N-Typ, nach Voigt et al. (2002)).
6.1.1 Retinate beeinflussen EAG-Kana¨le mittels transkriptioneller
Kontrolle
Die Tatsache, dass der potentiell onkogen wirkende EAG-Kanal wa¨hrend der durch Re-
tinat induzierten Differenzierung herunterreguliert wird (Meyer und Heinemann 1998),
la¨sst neue Mechanismen fu¨r den Effekt von Retinat auf Neuroblastomzellen vermuten.
Diese Mo¨glichkeit, dass Kaliumkana¨le an diesem Effekt von Retinat beteiligt sind, wurde
bislang noch nicht in Betracht gezogen.
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Nach einer 48-stu¨ndigen Retinatbehandlung war der EAG-Strom fast vollsta¨ndig aus-
geschaltet, wa¨hrend der verzo¨gerte Gleichrichter eine Stromerho¨hung auf das 1.3-Fache
zeigte (Meyer und Heinemann 1998). Der verzo¨gerte Gleichrichterstrom repra¨sentiert
eine Klasse von Kaliumkana¨len, welche sich durch einen unterschiedlichen Aufbau un-
terteilen lassen. Zu diesen Kana¨len za¨hlt in der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y der
Kv3.1 Kanal (Friederich et al. 2003). Dieser Kanal leitet keine Kaliumionen wa¨hrend
eines normalen Ruhemembranpotentials von ungefa¨hr -30 mV in Neuroblastomzellen,
sondern der verzo¨gerte Gleichrichter aktiviert erst bei positiveren Membranpotentialen
(Meyer und Heinemann 1998). ERG-Kana¨le, die ebenfalls diskutiert werden, an der Ent-
stehung von Tumoren mitzuwirken, werden nicht bzw. nur nach sehr langer Behandlung
mit Retinat beeinflusst (Meyer und Heinemann 1998, Arcangeli et al. 1999). Deswegen
wurde in den Experimenten dieser Arbeit der Einfluss von Retinat auf den EAG-Kanal
und den verzo¨gerten Gleichrichterstrom untersucht.
Es war von Interesse, festzustellen, ob die Reduzierung des EAG-Stromes u¨ber ver-
schiedene Retinatrezeptoren vermittelt werden kann. Offensichtlich haben 13-cis- und
all-trans-Retinat (beide in einer Konzentration von 1 µM) den gleichen Effekt auf den
EAG-Strom. All-trans-Retinat aktiviert RAR-Rezeptoren, wa¨hrend 13-cis-Retinat sich
an RAR- und RXR-Rezeptoren anlagert (Voigt et al. 2000). Man ko¨nnte also vermu-
ten, dass u¨ber beide Retinatrezeptoren die Reduktion von EAG vermittelt wird. Aller-
dings la¨sst dieses Ergebnis offen, u¨ber welche Retinatrezeptoren EAG beeinflusst wird,
da man beachten sollte, dass ein Teil des 13-cis-Retinats in all-trans-Retinat u¨berfu¨hrt
wird. Aktuell konnte von Armstrong et al. (2005) gezeigt werden, dass die Isomerisie-
rung von 13-cis-Retinat zu all-trans-Retinat in Neuroblastomzellen verantwortlich ist fu¨r
die gewu¨nschten Effekte von Retinat bei der Behandlung von Neuroblastomen. Da 13-
cis-Retinat jedoch ha¨ufiger in klinischen Studien verwendet wird (Reynolds et al. 2003,
Matthay et al. 1999), wurde diese Substanz fu¨r weitere Experimente eingesetzt.
In den Neuroblastomzelllinien SH-SY5Y und SK-N-FI, die mit 1 µM Retinat fu¨r jeweils
24 oder 48 Stunden behandelt worden sind, konnte nach 24 oder 48 Stunden nahezu kein
EAG-Strom mehr nachgewiesen werden. Als Kontrolle wurde die EAG exprimierende
Melanomzelllinie IGR1 verwendet, auf die Retinat keine Wirkung zeigte. Die fehlende
Reduktion des EAG-Stromes unter Retinatinkubation ist mo¨glicherweise auf fehlende
Retinatrezeptoren zuru¨ckzufu¨hren. Tatsa¨chlich gibt es bestimmte Melanomzelllinien, in
denen keine Retinatrezeptoren vorkommen (Boehm et al. 2004). Wa¨hrenddessen konnte
Niu et al. (2005) zeigen, dass in bestimmten Melanomzelllinien, wie in der A375 Zelllinie,
durch Retinate eine Hemmung der Proliferation induziert werden konnte.
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Außerdem konnte durch Applikation von Retinat u¨ber verschiedene Zeitra¨ume der Zeit-
wert abgescha¨tzt werden, nachdem 13-cis-Retinat in einer Konzentration von 1 µM den
EAG-Strom auf 50% reduzierte. Dieser Wert ist mit circa 5 Stunden ein Hinweis darauf,
dass eine transkriptionelle Kontrolle des EAG-Kanals durch Retinat vorliegen ko¨nnte.
Retinate ko¨nnen durch Aktivierung von Retinatrezeptoren verschiedenste Funktionen
in der Zelle mittels Kontrolle der Transkription von bestimmten Zielgenen beeinflus-
sen (Lefebvre et al. 2005). Bisher konnte jedoch noch keine Transkriptionskontrolle von
Kaliumkana¨len durch Retinat gezeigt werden.
Um zu untersuchen, ob der EAG-Kanal in Anwesenheit von Retinat durch Transkription
reguliert wird, wurden Zellklone mit einem konstitutiven hEAG1-Promotor hergestellt.
Obwohl die Stromdichten von EAG in diesen Zellklonen variierten, besaßen alle Klone
deutlich mehr EAG-Strom, als die Wildtypkontrolle bzw. als der Kontrollklon, der mit
dem EGFP-Vektor transfiziert worden ist, um Vera¨nderungen des EAG-Stromes, die
durch eine Transfektion bedingt sind, auszuschließen.
Nach einer 48-stu¨ndigen Retinatbehandlung ließ sich bei den mit hEAG1 stabil transfi-
zierten Zellklonen der EAG-Strom nicht vollsta¨ndig herunterregulieren, im Gegensatz zu
den beiden Kontrollen, so dass man auf einen transkriptionellen Regulationsmechanis-
mus schließen kann. Falls die Regulation des EAG-Stromes durch Retinat hauptsa¨chlich
durch andere Mechanismen, wie zum Beispiel durch eine Kanalphosphorylierung, bedingt
sein wu¨rde, dann ko¨nnte durch das zusa¨tzlich eingebrachte hEAG1 Gen nicht sicherge-
stellt werden, dass sich permanent funktionelle EAG-Kana¨le im Gegenwart von Retinat
in der Zellmembran befinden.
Allerdings ist es nicht eindeutig, ob die Reduktion der mRNA von EAG unter Retina-
tinkubation um den Faktor 2 nach 24 Stunden den nahezu vollsta¨ndigen Verlust des
EAG-Stromes erkla¨ren kann. Es ko¨nnten also noch andere Mechanismen eine wichtige
Rolle spielen. Man sollte aber auch bedenken, dass die Menge von funktionellem Prote-
in in der Plasmamembran nicht zwangsla¨ufig zum Gehalt der mRNA Menge korreliert,
die das Protein kodiert. Untereinheiten von Kaliumkana¨len mu¨ssen sich untereinander
finden, so dass sie tetramere Strukturen im endoplasmatischen Retikulum bilden, damit
eine anschließende Translokation in die Zellmembran mo¨glich ist (Deutsch 2002). Folg-
lich ko¨nnte bei kritisch niedrigen mRNA Konzentrationen eine zusa¨tzliche Reduktion
der Translationsvorlagen die tetramere Formation und damit die Proteintranslokation
reduzieren.
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6.1.2 Beeinflussung der EAG-Kana¨le durch PI3-Kinasen
Die geringe Reduktion der mRNA nach 24 Stunden bei gleichzeitigem fast vollsta¨ndigem
Verlust des EAG-Stromes kann allerdings auch ein Hinweis auf Regulationsmechanismen
sein, die nach der Transkription erfolgen. Eine Mo¨glichkeit wa¨re die Beeinflussung des
EAG-Kanals durch Proteinkinasen. Zu dieser Enzymgruppe za¨hlen die PI3-Kinasen, die
u¨ber Phospholipide als Signalmediatoren in der Zelle verschiedenste Vorga¨nge, unter an-
derem auch die Funktion von Ionenkana¨len, beeinflussen ko¨nnen (Foster et al. 2003).
Aktuell konnte von Srivastava et al. (2005) eine Beeinflussung von den kalziumabha¨ngi-
gen Kaliumkana¨len KCa3.1 durch PI3-Kinasen gezeigt werden.
Der Zusammenhang zwischen Retinaten und PI3-Kinasen in der Neuroblastomzellli-
nie SH-SY5Y wurden von Lopez-Carballo et al. (2002) untersucht. Seine Arbeitsgruppe
konnte eine Zunahme der PI3-Kinase Aktivita¨t nach Stimulation von SH-SY5Y Zellen
mittels Retinat beschreiben. Dr. Michael Gru¨n (MZ, Prof. Wetzker, Jena, Deutschland)
konnte in verschiedenen Neuroblastomzelllinien die PI3-Kinase γ mittels RT-PCR de-
tektieren, wobei in SH-SY5Y Zellen diese Isoform nur nach Stimulation mittels Retinat
nachweisbar war, wa¨hrend man ohne Retinatzugabe kein Signal erkennen konnte. Mo¨g-
licherweise besteht zwischen der Reduktion von EAG-Kana¨len und der Zunahme der
Aktivita¨t der PI3-Kinase durch Retinate ein Zusammenhang.
Es konnte festgestellt werden, dass nach einer 24-stu¨ndigen Inkubation mit dem spe-
zifischen PI3-Kinase-Blocker LY 294002 in SH-SY5Y Zellen sich der EAG-Strom um
ungefa¨hr Faktor zwei erho¨hte. Dies ist ein erster Hinweis darauf, dass die Regulation
des EAG-Kanals u¨ber die bekannten Phospholipidsignalwege beeinflusst werden kann.
Außerdem hat dieser spezifische PI3-Kinase Hemmer in Gegenwart von Retinat den Ver-
lust von EAG in SH-SY5Y Zellen verhindert. A¨hnliche Vera¨nderungen am EAG-Strom
zeigte LY 294002 auch in den mit hEAG1 transfizierten SH-SY5Y Zellen, jedoch fiel der
stromerho¨hende Effekt geringer aus, so dass man vermuten kann, dass nur der endogene
EAG-Strom in den transfizierten Zellen, und nicht der zusa¨tzlich durch die Transfek-
tion eingebrachte EAG-Strom, durch die PI3-Kinase reguliert wird. Daraus la¨sst sich
schlussfolgern, dass ho¨chstwahrscheinlich die PI3-Kinase die Transkription der mRNA
fu¨r EAG beeinflussen kann.
Auch in den Melanomzellen IGR1, die unter Retinatinkubation keine Vera¨nderung des
EAG-Stromes zeigten, wurde der EAG-Strom unter Inkubation mit LY 294002 um
Faktor zwei erho¨ht. Jedoch zeigten diese Zellen eine sehr große Variabilita¨t der EAG-
Stromdichte, so dass man nicht sicher davon ausgehen kann, dass die Erho¨hung des
EAG-Stromes auf einen Effekt von LY 294002 zuru¨ck zufu¨hren ist.
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Ein direkter Effekt von LY 294002 auf den EAG-Kanal, der den EAG-Strom erho¨ht, liegt
wahrscheinlich nicht vor, da bei akuter Applikation dieser Substanz der EAG-Kanal deut-
lich blockiert wurde. Jedoch konnte man mit den Experimenten in dieser Arbeit nicht
ausschließen, dass die Blockade von EAG u¨ber Phopsholipidsignalwege vermittelt wird,
da die Vera¨nderung von Spaltprodukten der PI3-Kinasen nach Zugabe von LY 294002
nicht bestimmt wurde. Allerdings ist bekannt, dass LY 294002 spannungsgesteuerte Ka-
liumkana¨le u¨ber direkte Mechanismen an den Kana¨len blockieren kann. Es konnte unter
anderem von El-Kholy et al. (2003) gezeigt werden, dass Kv1.4 und Kv2.1 Kana¨le durch
LY 294002 geblockt werden.
Es hatte den Anschein, dass die Isoform γ der PI3-Kinase, die mittels RT-PCR in SH-
SY5Y Zellen nachgewiesen wurde, an der Regulation des EAG-Stromes beteiligt sein
ko¨nnte, so dass der spezifische Hemmer AS 041164 fu¨r die PI3-Kinase γ zu den SH-SY5Y
Zellen appliziert wurde. Die Erho¨hung des EAG-Stromes nach 6-stu¨ndiger Inkubation
und der fehlende akute Effekt von AS 041164 auf den EAG-Kanal sind deutliche Hin-
weis darauf, dass der EAG-Strom u¨ber die PI3-Kinase γ reguliert werden kann. Jedoch
kann man eine Beeinflussung von EAG durch andere Isoformen der PI3-Kinasen nicht
ausschließen.
Es ist gezeigt wurden, dass SH-SY5Y Zellen, die transient mit PI3-Kinase-DNA transfi-
ziert worden sind, sichtbar weniger EAG-Strom besaßen als die Kontrollen. Wahrschein-
lich haben die sich intrazellula¨r befindenden PI3-Kinasen, fu¨r die neben einer Lipid-
kinaseaktivita¨t auch eine Proteinkinaseaktivita¨t beschrieben ist, einen gro¨ßeren Einfluss
auf die EAG-Kana¨le als PI3-Kinasen, die nur eine Lipidkinaseaktivita¨t besitzen, da die
sich in der Zellmembran befindende PI3-Kinase γ mit CAAX Anhang eine geringere
Beeinflussung der EAG-Stro¨me als die natu¨rliche PI3-Kinase γ zeigte.
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Abbildung 6.1: Mo¨gliche Regulationsmechanismen des EAG-Kanals
Die roten Pfeile stellen neue Erkenntnisse dar, wie EAG-Kana¨le durch Retinate beeinflusst
werden ko¨nnen. Die PI3-Kinase scheint eine wichtige Rolle bei der Regulation von EAG
zu spielen. Die Regulation von EAG durch die PI3-Kinase kann u¨ber Zwischenschritte
ablaufen, die jedoch nicht na¨her untersucht wurden. Allerdings kann es auch sein, dass die
Transkription des EAG-Kanals u¨ber die PI3-Kinase reguliert wird.
Schwarz dargestellt sind andere nicht auszuschließende Mechanismen, die nicht na¨her un-
tersucht werden konnten.
↑ Hochregulation ↓ Herunterregulation
6.2 Rolle des EAG-Kanals bei der Zellproliferation und
Zelldifferenzierung
Eine weiteres Hauptanliegen dieser Arbeit war, der Frage nachzugehen, ob die bekannte
Reduktion von EAG-Kana¨len durch Retinate (Meyer und Heinemann 1998) in Verbin-
dung mit den bereits viel fru¨her beschriebenen Effekten von Retinat auf die Zellprolife-
ration und Zelldifferenzierung (Sidell 1982, Thiele et al. 1985) steht. Diese Frage konnte
mit Hilfe der stabilen mit hEAG1 transfizierten Zellklone nachgegangen werden, indem
die Proliferation und Differenzierung in vitro unter Zugabe von Retinat bestimmt und
mit den Wildtypzellen verglichen worden ist. Bei der Herstellung von solchen Zellklonen
stellt allerdings die große Variabilita¨t der Proliferationsrate der Zellklone, die oft nach
der Selektion beobachtet wird, ein großes Problem dar. Um solche zufa¨lligen Effekte aus-
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zuschließen, wurden insgesamt 5 unabha¨ngige stabile Zellklone mit hEAG1 hergestellt.
Gemeinsam war allen Klonen, dass sie deutlich mehr EAG-Strom als die Wildtypkon-
trollen besaßen. Außerdem wurde zusa¨tzlich zur nicht transfizierten Wildtypkontrolle ein
stabiler, mit dem EGFP-Vektor transfizierter Zellklon, als weitere Kontrolle verwendet.
6.2.1 Einfluss von EAG auf die Zellproliferation
Pardo et al. (1999) konnte zeigen, dass ein Zellklon der Zelllinie CHO (Chinese Hamster
Ovary), der diese EAG-Kana¨le u¨berexprimiert, eine deutlich gesteigerte Zellproliferation
hatte und somit auf ein onkongenes Potential fu¨r EAG hindeutet. Weiterhin konnte von
Gavrilova-Ruch et al. (2002) dargestellt werden, dass durch eine Blockade von EAG-
Kana¨len mittels Imipramin die Proliferation in IGR1 Melanomzellen deutlich reduziert
werden konnte.
Allerdings gibt es auch Hinweise auf physiologische Funktionen von EAG-Kana¨len in
Neuronen, da in diesen aus verschiedenen Regionen des Gehirns das EAG1 Gen isoliert
werden konnten (Jeng et al. 2005). Neuronen verharren im Gegensatz zu Tumorzellen
in der G0 Phase im Zellzyklus und sind durch eine Teilungsunfa¨higkeit gekennzeich-
net. Außerdem konnte bei Untersuchungen in Gliomen in Bezug auf die Expression von
hEAG1 gefunden werden, dass niedrig maligne Gliome eine hohe Expression von hEAG1
zeigen, wa¨hrend bei hochmalignen Gliomen nur ein schwaches Signal zu erkennen war
(Patt et al. 2004). Aus diesen Gru¨nden war von Interesse, das onkogene Potential der
mit hEAG1 transfizierten stabilen Zellklone im Vergleich zu den Wildtypzellen zu un-
tersuchen. Es stellte sich die Frage, ob EAG in diesem Zellsystem wirklich ein Onkogen
darstellt oder physiologische Funktionen besitzt.
Wie bereits Unterschiede bei den EAG-Stro¨men und bei dem Effekt von Retinat auf die-
sen Strom deutlich geworden sind, variierte auch die Proliferation der stabilen Zellklone
und der Kontrollen. Im Vergleich wird jedoch deutlich, dass alle mit EAG transfizierten
Zellklone weniger empfindlich auf den proliferationsverlangsamenden Effekt von Retinat
waren, als die beiden Kontrollen (Wildtyp und EGFP transfizierte Zellen). Interessan-
terweise ist beim Zellklon B mit der langsamsten Proliferation unter Retinatzugabe auch
der gro¨ßte Teil des EAG-Stromes unter Retinat reduziert worden. Man kann also anneh-
men, dass EAG in den SH-SY5Y tatsa¨chlich ein onkogenes Potential besitzt.
Diese Ergebnisse unterstu¨tzen die Arbeit von Pardo et al. (1999), wobei allerdings die
Experimente nur von einem mit EAG transfizierten Zellklon der CHO Zelllinie ausgingen.
Dadurch bestand das Risiko, dass diese Proliferationssteigerung nur ein zufa¨lliger Effekt
war.
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In dieser Arbeit konnte an mehreren unabha¨ngigen, stabilen mit hEAG1 transfizierten
SH-SY5Y Zellklonen gezeigt werden, dass EAG in diesem Zellsystem wirklich ein onko-
genes Potential besitzt.
Allerdings soll man sich bewusst sein, dass eine lineare Korrelation zwischen EAG und
der Zellproliferation nicht nachweisbar war. Es konnte durch Dr. Kristina Scho¨nherr
(MZB, Prof. Heinemann, Jena, Deutschland) gezeigt werden, dass mittels RT-PCR nur in
einer von drei S-Typ Zelllinien, die durch eine ho¨here Proliferationsrate als N-Typ Zellen
(Voigt et al. 2000) gekennzeichnet sind, ein Signal fu¨r mRNA von EAG nachgewiesen
werden konnte, wa¨hrend in allen drei neuronalen Typen mittels RT-PCR dieser Kanal
detektiert wurde. In den elektrophysiologischen Experimenten konnten nur in N-Typ
Zellen EAG-Stro¨me gemessen werden.
6.2.2 Einfluss von EAG auf die Zelldifferenzierung
Warum hat das Onkogen EAG nur einen Einfluss auf die Zellproliferation und kann nicht
die Zelldifferenzierung beeinflussen?
Man muss beachten, dass die Zellproliferation und die Zelldifferenzierung zwei vonein-
ander unabha¨ngige Vorga¨nge sind. Giannini et al. (1997) konnten zeigen, dass unter
Zugabe von Retinat zwei wichtige Proteine reguliert werden, die unabha¨ngig voneinan-
der die Zellproliferation und die Zelldifferenzierung beeinflussen ko¨nnen. Wa¨hrend die
Erho¨hung des Neutrophin Rezeptors TrkB eine wichtige Rolle fu¨r die neuronale Dif-
ferenzierung spielt, ist die Herunterregulation des Onkogens N-myc relevant fu¨r eine
Herabsetzung der Proliferation in Neuroblastomzellen. Um genauer eine Aussage u¨ber
EAG und die beiden Vorga¨nge Zellproliferation und Zelldifferenzierung zu machen, mu¨s-
ste man die Auswirkung von EAG auf diese beiden Proteine na¨her untersuchen. Dass
die Zellproliferation und die Zelldifferenzierung u¨ber unterschiedliche Mechanismen ge-
steuert werden ko¨nnen, ist auch in anderen Arbeiten zu finden. Zum Beispiel wurde
von Lopez et al. (2002) die Notwendigkeit der PI3-Kinase fu¨r die Retinat-induzierte
Differenzierung in Neuroblastomzellen beschrieben, wa¨hrend die PI3-Kinase ebenfalls
in der Lage ist, die Proliferation in diesen Zellen u¨ber eine Erho¨hung des epidermalen
Wachstumsfaktor (engl. epidermal growth factor (EGF)) zu erho¨hen (Ho et al. 2005).
Allerdings versucht man, durch Zugabe von Retinat in der Klinik bei der Behandlung von
Neuroblastomen neben der Verminderung der Proliferationsrate auch eine Differenzie-
rung zu erreichen. Die mo¨gliche Idee ist darin zu suchen, dass durch eine Differenzierung
die Zellen eventuell in eine G0-Phase u¨bergehen, in der sie dauerhaft bleiben und sich
somit nicht mehr teilen ko¨nnen.
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In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass in Neuroblastomzellen die Diffe-
renzierung unter Retinatzugabe eingeleitet werden konnte (Voigt et al. 2000). Mit den
Experimenten dieser Arbeit konnten diese Ergebnisse besta¨tigt werden, da in den Wild-
typkontrollen unter Retinat eine Zelldifferenzierung eingeleitet wurde. Interessanterweise
waren keine Unterschiede zwischen den Wildtypzellen und den mit hEAG1 transfizier-
ten Zellen unter Retinatzugabe festzustellen. Beide, sowohl die mit hEAG transfizierten
Klone als auch die Wildtypkontrolle, zeigten eine vermehrte neuronena¨hnliche Differen-
zierung unter Retinat, da die La¨nge der Zellfortsa¨tze deutlich zunahm (Lopez-Carballo
et al. 2002) und die Natriumstro¨me sich in den Zellen erho¨hten (Toselli et al. 1996).
Interessanterweise war bei zwei mit hEAG1 transfizierten Zellklonen die Zunahme der
Dendriten- und Neuritenla¨ngen ho¨her als bei der Kontrolle. Beide Zellklone besaßen je-
doch nur relativ geringe Natriumstro¨me und ku¨rzere Zellfortsa¨tze, so dass man davon
ausgehen kann, dass sich beide in einem weniger differenzierten Stadium befanden.
Korrelierend zu diesen Ergebnissen ist auch der Befund, dass wenig differenzierte Zellen,
die nahezu ohne Wachstumsfaktoren kultiviert worden sind, ungefa¨hr soviel EAG-Strom
besaßen wie normal differenzierte Zellen. Auch konnte gezeigt werden, dass der EAG-
Strom mit zunehmender Kultivierungszeit der Zellen nur wenig abnahm, wa¨hrend diese
Zellen deutlich morphologisch differenzierten. Beide Ergebnisse deuten darauf hin, dass
EAG keinen Einfluss auf die Zelldifferenzierung in Neuroblastomzellen hat.
Zellen, die nahezu ohne Wachstumsfaktoren kultiviert werden, zeigen nur wenige Zell-
fortsa¨tze und ko¨nnen unter Zugabe von Retinaten differenzieren (Giannini et al. 1997).
Diese Ergebnisse konnten hier experimentell besta¨tigt werden, da unter Retinatzuga-
be die SH-SY5Y Zellen, die in einem Medium mit Zusatz von Wachstumsfaktor-freiem
Serum kultiviert worden sind, deutlich differenzierten.
Zusammenfassend kann man erkennen, dass EAG ein onkogenes Potential in Neurobla-
stomzellen hat und die Proliferation sich durch das eingebrachte hEAG1-Gen erho¨hte
wa¨hrend die Zelldifferenzierung keinen Effekt zeigte.
Aber welche Auswirkungen hat dieser Strom auf das Membranpotential der Zellen? Tu-
morzellen besitzen deutlich positivere Ruhemembranpotentiale als gesunde Zellen ab-
stammend vom selben histologischen Ursprung (Binggeli und Weinstein 1986). Es konnte
gezeigt werden, dass sich das Membranpotential in den mit hEAG1 transfizierten Zel-
len gering, aber signifikant, erho¨hte. Allerdings ha¨tte man auch eine Erniedrigung des
Membranpotentials erwarten ko¨nnen, da sich dieses durch die zusa¨tzlich eingebrachten
Kaliumkana¨le verringern mu¨sste. Es konnte aber gezeigt werden, dass EAG-Kana¨le erst
bei Potentialen ab 0 mV o¨ffnen und somit im Bereich der Ruhemembranpotentiale noch
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geschlossen sein sollten. Jedoch kann man eine O¨ffnung von einem geringen Teil von
EAG-Kana¨len bei anliegendem Ruhemembranpotential nicht ausschließen, da geringe
EAG-Stro¨me, die das Ruhemembranpotential vera¨ndern ko¨nnen, mit den Messproto-
kollen in den Experimenten dieser Arbeit nicht erfasst werden konnten. Bijlenga et al.
(1998) hatten gezeigt, dass durch eine vermehrte Expression von hEAG in Myoblasten
eine Hyperpolarisierung des Ruhemembranpotentials von -9 mV auf -50 mV erreicht
werden konnte.
Auch die Zunahme des verzo¨gerten Gleichrichterstroms kann man nicht als Ursache fu¨r
die Vera¨nderung des Membranpotentials betrachten, da dieser ebenfalls geschlossen ist,
wenn das Ruhemembranpotential anliegt (Meyer und Heinemann 1998). Also mu¨sste
man die Vera¨nderung anderer Kaliumstro¨me wie einwa¨rtsgleichgerichtete Kaliumkana¨le
oder eine Vera¨nderung von Chloridstro¨men, die ebenfalls die Ho¨he des Membranpoten-
tials beeinflussen, annehmen.
Falls die These stimmt, dass mitotisch aktive Zellen ein ho¨heres Ruhepotential haben als
differenzierte Zellen, dann mu¨sste unter Retinatzugabe das Membranpotential negativer
werden. In den Experimenten konnte man diese Beobachtung machen, jedoch waren auch
hier nur kleine Unterschiede festzustellen.
6.3 Zusammenhang zwischen EAG, Retinat,
PI3-Kinasen, Zelldifferenzierung und Proliferation
Wie bereits in den vorherigen Abschnitten dargestellt wurde, ko¨nnen Retinate sowohl die
Zellproliferation als auch die Zelldifferenzierung in Neuroblastomen beeinflussen (Voigt
et al. 2000). Ebenso hat die PI3-Kinase einen Einfluss auf die Zelldifferenzierung (Lopez-
Carballo et al. 2002, Pan et al. 2005). Neuere Befunde weisen auch auf eine Funktion der
PI3-Kinase in der Zellproliferation hin (Ho et al. 2005). In dieser Arbeit kann gezeigt
werden, dass EAG die Zellproliferation in Neuroblastomen regulieren kann, wa¨hrend
dieser Kanal keinen Einfluss auf die Differenzierung zeigt.
Aber gibt es Zusammenha¨nge zwischen EAG, Retinaten und der PI3-Kinase in der Regu-
lation der Zellproliferation und Zelldifferenzierung, oder entfalten sie unabha¨ngig vonein-
ander ihre Wirkung? Dr. Michael Gru¨n (MZ, Prof. Wetzker, Jena, Deutschland) konnte
eindeutig die Zunahme der mRNA der PI3-Kinase nach Stimulation mittels Retinat
feststellen und somit Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Lopez-Carballo et al. (2002)
unterstu¨tzen, die eine Aktivita¨tszunahme der PI3-Kinase unter Retinatstimulation be-
obachteten.
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Es la¨sst sich somit die Hypothese aufstellen, dass durch Retinate eine Verminderung der
PI3-Kinase Aktivita¨t erreicht werden kann, die zu einer Reduktion des Onkogens EAG
fu¨hrt, wodurch die Zellproliferation verlangsamt wird.
Abbildung 6.2: Zusammenha¨nge zwischen Retinaten, PI3-Kinasen und EAG in der
Beeinflussung der Zellproliferation
Bisher wusste man, dass Retinate, EAG-Kana¨le und die PI3-Kinasen die beiden voneinan-
der unabha¨ngigen Vorga¨nge Zellproliferation und Zelldifferenzierung beeinflussen (schwar-
ze Pfeile). Durch die Experimente dieser Arbeit konnte der Zusammenhang zwischen EAG-
Kana¨len, Retinat und den PI3-Kinasen na¨her beschrieben werden (rote Pfeile).
6.4 Aktueller therapeutischer Einsatz von Retinaten
Retinate werden aktuell adjuvant bei der Therapie von Neuroblastomen nach konventio-
nellen therapeutischen Maßnahmen wie Operationen oder zytotoxische Chemotherapien
eingesetzt, und es ko¨nnen sehr gute Ergebnisse erzielt werden (Reynolds et al. 2003,
Matthay et al. 1999).
Das Grundanliegen dieser Arbeit war die u¨bergeordnete Frage, ob sich die erwu¨nsch-
ten Effekte in der Klinik bei der Behandlung von Neuroblastomen mit Retinaten auf
die Wirkung von Retinat auf den EAG-Kanal zuru¨ckfu¨hren lassen. Es konnte gezeigt
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Abbildung 6.3: Klinische Studie der Retinatbehandlung
Es wurde eine Patientengruppe mit einem Neuroblastom, die anschließend der konventio-
nellen Therapie mit Retinat u¨ber einen Zeitraum von 6 Monaten behandelt wurde mit der
einer Kontrollgruppe ohne Retinatbehandlung verglichen. Der Umfang der Patientenkol-
lektive betrug je 130 Patienten (Matthay et al. 1999).
werden, dass durch Retinate der EAG-Kanal reguliert werden kann und gleichzeitig ein
Zusammenhang zwischen den EAG-Kana¨len und der Proliferation besteht. Es ist also
vorstellbar, dass der proliferationshemmende Effekt von Retinaten auf den EAG-Kanal
einen wichtigen Anteil an den in der Klinik gewu¨nschten Effekten hat.
Fraglich ist jedoch, ob tatsa¨chlich eine Regulation von EAG in vivo eine Rolle spielt. Es
konnte dargestellt werden, dass EAG-Kana¨le bei einer Konzentration von 1µM Retinat
(13-cis oder all-trans) im Na¨hrmedium der Zellen reduziert worden sind. Aber ist es
u¨berhaupt realistisch, dass solche hohen Konzentration an den Zielzellen des Patienten
erreicht werden ko¨nnen, oder hat Retinat bei dieser Serumkonzentration bereits toxische
Effekte?
Es konnte von Villablanca et al. (1995) demonstriert werden, dass die maximal tolerier-
bare Dosis von 13-cis-Retinat, die ta¨glich oral verabreicht wird, 160 mg pro m2 Ko¨rpero-
berfla¨che betragen kann. Nach 14 Tagen Behandlung lag ein Serumspiegel von 4±2,8
µM 13-cis-Retinat vor. Erst ab einer Konzentration von 10 µM 13-cis-Retinat im Serum
traten bei den meisten der 2- bis 12-ja¨hrigen Patienten gravierende Nebenwirkungen
wie Hyperkalza¨mie, Hautausschla¨ge, U¨belkeit und Thrompozytopenie auf, die jedoch
nach Beendigung der Retinatbehandlung reversibel waren. Da die 13-cis-Retinat in ei-
ner Konzentration von 1 µM bereits den EAG-Strom vollsta¨ndig reduzieren kann, ist
anzunehmen, dass eine Reduktion von EAG in vivo durch Retinat stattfindet. Aller-
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dings muss man beachten, dass nicht zwangsla¨ufig der Serumspiegel von Retinat am
Tumor anliegen muss, da dies von der Gefa¨ßversorgung des Tumors abha¨ngig ist.
Dass die PI3-Kinase ebenfalls den EAG-Kanal regulieren kann, la¨sst fu¨r die Zukunft neue
Ansatzpunkte fu¨r therapeutische Maßnahmen vermuten. Man kann sich vorstellen, dass
durch Substanzen, die die PI3-Kinase induzieren, EAG herunterreguliert werden kann,
was zu einer Hemmung der Proliferation fu¨hrt. Allerdings mu¨ssen zuna¨chst die Zwischen-
schritte, u¨ber die die PI3-Kinase die Kana¨le blockiert, untersucht werden, um exaktere
Ansatzpunkte herauszufinden, da verschiedenste Zellfunktionen u¨ber PI3-Kinasen regu-
liert werden und somit eine Induktion der PI3-Kinase tief greifende pathopysiologische
Vera¨nderungen mit sich fu¨hren kann.
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7 Zusammenfassende Schlussfolgerungen
Wie in der Diskussion dargestellt, wird postuliert, dass der EAG-Kanal ein onkogenes
Potential besitzt (Pardo et al. 1999). Diese Hypothese konnte mit dieser Arbeit besta¨tigt
werden, da mit hEAG1 transfizierte Zellklone der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y eine
deutliche Steigerung der Proliferation zeigten.
Außerdem ist es gelungen, an verschiedenen Neuroblastomzelllinien zu zeigen, dass der
EAG-Strom durch Retinate reduziert werden kann, wodurch fru¨here Ergebnisse besta¨tigt
werden konnten (Meyer und Heinemann 1998). Da Retinate therapeutisch in der Behand-
lung von Neuroblastomen eingesetzt werden (Matthay et al. 1999, Reynolds et al. 2003),
ist denkbar, dass die Reduktion von EAG fu¨r die in der Klinik gewu¨nschten Effekte von
Retinaten verantwortlich ist.
Aus diesem Grund ist es von großem Interesse, Regulationsmo¨glichkeiten fu¨r diesen Ka-
nal zu untersuchen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass EAG mittels Transkrip-
tionskontrolle durch Retinat reguliert werden kann und dass die PI3-Kinasen wichtige
Funktionen in der Beeinflussung des EAG-Kanals besitzen.
Diese neuen Erkenntnisse ko¨nnen als Ansatzpunkte fu¨r die Erforschung weiterer Thera-
piemo¨glichkeiten von Neuroblastomen genutzt werden.
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